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RESUME 
L’Atrophie!Optique!Dominante! de! type! 1! (ADOA=1)! est! une! rétinopathie! héréditaire! qui! se!
traduit!par!une!dégénérescence!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!suivie!d’une!atrophie!du!nerf!
optique.! L’ADOA=1! est! caractérisée! par! une! diminution! de! l'acuité! visuelle,! pouvant! entraîner! la!
cécité! et! reste! à! l’heure! actuelle! sans! recours! thérapeutique.! Une! forme! syndromique! nommée!
«!ADOA=1!plus!»!touche!environ!20%!des!patients!et!se!traduit!par!des!atteintes!extra=oculaires!de!
type! ataxie! ou! surdité.! Des! mutations! du! gène! codant! la! protéine! mitochondriale! OPA1! ont! été!
décrites!comme!responsables!de!l’ADOA=1!et!aboutissent!dans!la!majorité!des!cas!à!un!phénomène!
d’haploinsuffisance.!De!nombreuses!études!ont!montré!que!la!dynamine!OPA1!est!impliquée!dans!la!
fusion! des!membranes! internes!mitochondriales! et! possède! un! rôle! anti=apoptotique.! Des! travaux!
menés! sur! des! modèles! cellulaires! ou! invertébrés! de! l’ADOA=1! suggèrent! une! implication! de! la!
dynamine! dans! le! métabolisme! oxydatif! mitochondrial! mais! ces! données! restent! toutefois!
controversées! et! les! mécanismes! moléculaires! sous=jacents! inconnus.! C’est! pourquoi! nous! avons!
analysé! l’homéostasie! redox!de! la! cellule!en!étudiant! l’état!du!métabolisme!oxydatif! et! la!mise!en!
place! des! défenses! antioxydantes.! Parallèlement,! nous! avons! identifié! l’environnement! protéique!
d’OPA1,!par!une!approche!de!protéomique,!afin!de!préciser!les!mécanismes!moléculaires!impliqués!
notamment!dans!les!fonctions!identifiées!de!la!dynamine.!
Des! cellules! humaines! (HeLa)! et! des! neurones! corticaux! (rat)! en! culture! primaire! ont! été!
traités! par! une! stratégie! d’interférence!ARN!pour! diminuer! l’expression! d’OPA1! et! ainsi!mimer! un!
phénomène! d’haploinsuffisance.! Dans! ces! deux! modèles,! la! quantité! et! l’activité! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale!sont!diminuées!ainsi!que! l’activité!de! l’aconitase,! (une!enzyme!sensible!
aux!taux!d’Espèces!Actives!de!l’Oxygène!(EAOs)!intra=mitochondriaux)!suggérant!que!le!métabolisme!
oxydatif! des! cellules! est! perturbé.! La! réponse! antioxydante! a! été!mesurée!par! l’analyse!d’une!des!
voies!principales!de!détoxification! faisant! intervenir! le! facteur!de!transcription!NRF2,!qui!est!activé!
dans!les!deux!modèles!invalidés!pour!OPA1.!De!plus,!certaines!enzymes!cibles!de!NRF2,!comme!les!
superoxydes!dismutases!1!et!2!(SOD1/2),!la!catalase!et!GSTP1,!voient!leur!quantité!et/ou!leur!activité!
augmentées.!Ainsi,!la!perte!d’OPA1!induit!une!dérégulation!de!l’homéostasie!redox!:!les!cellules!sont!
dans!un!état!pro=oxydant.!Lors!de!l’application!d’un!stress!oxydatif!exogène!aigu,!les!neurones!traités!
par! un! siOPA1! ne! voient! pas! leurs! défenses! antioxydantes! augmentées! et! meurent! plus! que! les!
cellules!contrôles,!suggérant!une!saturation!des!activités!antioxydantes.!Ensuite,!nous!avons!montré!
une!diminution!drastique!de!l’activité!de!l’aconitase!de!cortex!de!souris!modèles!de!l’ADOA=1,!à!4!et!
10!mois,!caractéristique!d’une!production!élevée!d’EAOs!mitochondriaux.!Ainsi,!comme!les!modèles!
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cellulaires,!les!souris!mutées!pour!OPA1!sont!dans!un!état!pro=oxydant.!Nous!avons!de!plus!analysé!
l’expression!des!enzymes!antioxydantes!dans!des!fibroblastes!de!peau!de!patients!atteints!d’ADOA=1.!
Certains! individus! présentent! des! niveaux! protéiques! d’enzymes! de! détoxification! très! faibles,!
notamment!les!SOD1!et!2.!Ces!patients!seraient!donc!plus!sensibles!aux!stress!exogènes!tels!que!les!
UVs!ou!l’hypoxie,!ce!qui!constituerait!un!facteur!aggravant!de!la!pathologie.!!
Enfin,!les!résultats!de!l’intéractome!de!la!dynamine!ont!permis!l’identification!de!3!protéines!
partenaires! (dans! 3! réplicats! biologiques),! dont! une! enzyme! du! métabolisme! oxydatif,! appuyant!
l’implication!d’OPA1!dans!la!régulation!de!l’état!redox.!
Ces!résultats!ouvrent!donc!de!nouvelles!pistes!pour!la!compréhension!de!la!pathogenèse!de!
l’ADOA=1! et! permettraient! de! proposer! des! perspectives! thérapeutiques! à! court! terme,! comme!
l’utilisation! de! molécules! antioxydantes,! pour! prévenir! ou! retarder! l’atrophie! optique! et/ou! les!
syndromes!extra=oculaires!des!patients.!
!
!
! !
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ABSTRACT 
Dominant!Optic!Atrophy!(DOA)!is!a!common!cause!of!inherited!visual!failure!affecting!at!least!
1!in!50!000!persons!in!Europe.!OPA1!mutations!are!the!main!genetic!cause!of!DOA,!causing!bilateral!
symmetrical! optic! atrophy! due! to! specific! loss! of! retinal! ganglion! cells.! Although! optic! nerve!
degeneration!remains!the!hallmark!of!DOA,!a!syndromic!form!called!“DOA!plus”,!including!deafness,!
ataxia!and/or!myopathy,!was!recently! reported!to!affect!up!to!20%!of!all!mutations!carriers.!More!
than!200!mutations!have!been!listed,!most!are!truncations!in!line!with!haploinsufficiency!being!the!
major! pathogenic! mechanism! of! DOA.! OPA1! is! a! dynamin! anchored! to! the! inner! mitochondrial!
membrane!and! involved! in!mitochondrial!dynamics,!and!also!has!an!anti=apoptotic! function.!Some!
reports!using!cellular!or!invertebrate!models!of!DOA!suggest!a!role!of!OPA1!in!oxidative!metabolism,!
but!they!still!remain!controversial!and!the!precise!mechanistic! involved!in!DOA!pathogenesis! is!still!
unknown.! To! characterize! the! molecular! and! cellular! consequences! of! OPA1! loss! of! function!
(depletion! or! mutations),! we! have! studied! intracellular! redox! homeostasis! through! oxidative!
metabolism!and!antioxidant!defenses.!In!addition,!we!have!looked!for!OPA1=partners!to!unravel!the!
dynamin!functions.!!
To!mimic!haploinsufficiency!in!human!cells!(HeLa)!and!in!rodent!cortical!neurons!in!primary!
culture,!OPA1!was!down=regulated!by!an!RNA!interference!strategy.!In!both!models,!the!amount!and!
activity! of! the! mitochondrial! respiratory! chain! proteins! is! decreased,! as! well! as! the! activity! of!
aconitase,!which! is! sensitive! to! intra=mitochondrial! Reactive!Oxygen! Species! (ROS),! indicating! that!
the! cellular! oxidative!metabolism! is! disturbed.! To! evaluate! the! cellular! antioxidant! responses,! we!
focused!on! the!major!detoxification!pathway!centered!on! the!NRF2! transcription! factor,!which!we!
found!active!in!both!OPA1!down=regulated!cellular!models.!Furthermore,!some!NRF2!target!proteins!
quantity!and/or!activity!are!increased,!such!as!superoxide!dismutase!1!and!2!(SOD1,!2),!catalase!and!
GSTP1.!Thus,!down=regulation!of!OPA1! induced!a!deregulation!of! redox!homeostasis:! cells!are! in!a!
pro=oxidative! state.! Moreover,! upon! application! of! an! acute! exogenous! oxidative! stress,! OPA1=
depleted!neurons!do!not!show!any!increase!of!their!antioxidant!defenses!and!die!earlier!than!control!
cells.!We! hypothesize! that! these! OPA1=depleted! cells! become! sensitive! to! oxidative! stress,! which!
could!induce!cell!death!since!the!antioxidant!machinery!can!not!be!further!activated.!To!extend!our!
analysis!to!a!more!physiological!model,!we!measured!the!redox!state!status!of!cortices!of!OPA1+/=!
mice.!We!found!a!high!ROS!level! in!cortices!of!4!and!10!month=old!animals,!evaluated!indirectly!by!
aconitase! activity! drastic! decrease.! Thus,! like! the! cellular!models,!OPA1+/=!mice! appear! to! be! in! a!
disturbed!redox!state.!
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Since! the! redox! homeostasis! deregulations! observed! in! cellular! and! animal! models! could!
explain!DOA!pathogenesis,!we! determined! if! these! disturbances!were! found! in! patients’! cells.!We!
evaluated!antioxidant!enzymes!quantities!in!skin!fibroblasts!of!DOA!patients!and!found!cases!of!very!
low! defenses,! for! instance! of! superoxide! dismutase,! a! key! ROS! detoxifying! enzyme.! Thus,! these!
patients!may!be!more!sensitive!to!exogenous!stress!such!as!UV!or!hypoxia,!which!can!be!aggravating!
factors!of!the!disease!and!could!lead!to!accelerated!RGC!loss.!
Finally,! to! shed! more! light! on! OPA1! functions,! we! conducted! an! interactome! analysis! to!
identify!its!protein!partners,!in!rodent!primary!cortical!neurons.!Among!the!3!proteins!identified!in!3!
independent!replicates,!we!found!an!oxidative!metabolism!enzyme,!in!line!with!our!previous!results!
on!the!involvement!of!OPA1!in!redox!state!regulation.!
Therefore,!our!results!open!novel!ways!for!the!understanding!of!DOA!pathogenesis!and!could!
provide!therapeutic!perspectives,!such!as!the!use!of!antioxidant!molecules!to!prevent!or!slowdown!
optic!atrophy!and!extra=ocular!symptoms.!
!
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LISTE DES ABREVIATIONS 
8;OHDG!:!8=hydroxy=2’=desoxyguanosine!
Acétyl!CoA!:!acétyl=coenzyme!A!
ADN!:!acide!désoxyribonucléique!
ADNmt!:!acide!désoxyribonucléique!mitochondrial!
ADP!:!adénosine!5'=diphosphate!
ADOA;1!:!atrophie!optique!autosomale!dominante!de!type!1!
AFG3L1!et!AFG3L2!:!ATPase!family!gene!3=like!
AIF!:!apoptosis!inducing!factor!
ANT!:!translocase!des!nucléotides!adényliques!/!adenine!nucleotide!translocase!
ARE!:!antioxidant!responsive!element!
ARN!:!acide!ribonucléique!
ARNm!:!acide!désoxyribonucléique!messager!
ATP!:!adénosine!5'=triphosphate!
Bak!:!Bcl=2!homologous!antagonist=killer!
Bax!:!Bcl=2=associated!X!protein!
Bcl;2!:!B=cell!leukemia!protein=2!
Bcl;xl!:!B=cell!lymphoma=extra!large!
CC!:!coiled=coil!
CCCP!:!carbonyl!cyanide!m=chlorophenylhydrazone!
CGR!:!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!
CMT2A!:!Charcot!Marie!Tooth!de!type!2A!
COX!:!cytochrome!c!oxydase!
CS!:!citrate!synthase!
C;terminal!:!carboxy=terminal!
Cyt!c!:!Cytochrome!c!
DMEM!:!Dulbecco’s!modified!Eagles!medium!
Dnm1!:!dynamine!1!
DNP!:!dinitrophénol!
Do!:!densité!optique!
DRP1!:!dynamin=related!protein!1!
EAO!:!espèces!actives!de!l’oxygène!
eat;3!:!eating!abnormal!3!
EDTA!:!acide!éthylène!diaminetétracétique!
EGTA!:!acide!éthylène!glycol=bis(2=aminoéthyléther)=N,N,N’,N’=tétracétique!
EIM!:!espace!intermembranaire!
endoG!:!endonucléase!G!
ERG!:!électrorétinogramme!
FAD,!FADH2!:!flavine!adénine!dinucléotide,!formes!oxydée!et!réduite!
FCCP!:!carbonylcyanide=p=trifluorométhoxyphenylhydrazone!
Fe;S!:!Fer=Soufre!
Fis1!:!fission!1!
FMN,!FMNH2!:!flavine!mononucléotide!formes!oxydée!et!réduite!
FZO1!:!fuzzy!onion!1!
GED!:!GTPase!effector!domain!
GFAP!:!Glial!fibrillary!acidic!protein!
GFP!:!green!fluorescent!protein!
GPx!:!glutathion!peroxydase!
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GSSG,!GSH!:!glutathion,!formes!oxydée!et!réduite!
GTP!:!guanosine!triphosphate!
H2O!:!eau!
H2;DCFDA!:!2’,7’!–dichlorofluorescéine!diacétate!
H2O2!:!peroxyde!d’hydrogène!
HIF!:!hypoxia!inducible!factor!
HK!:!hexokinase!
HPLC!:!High=performance!liquid!chromatography!
HR!:!heptad!repeat!
HSP60!:!Heat!shock!protein!de!60!kdaltons!
i;AAA!:!intermembrane!space=facing!AAA!protease!
IAP!:!inhibitors!of!apoptosis!proteins!
J12!:!jour!12!après!mise!en!culture!
JC;1!:!5,5ʼ,6,6ʼ=tetrachloro=1,1ʼ,3,3ʼ=tetraethyl!benzimidazolyl!carbocyanine!iodide!
kb!:!kilo!base!
Keap1!:!kelch!ECH!associating!protein!1!
KIF1B!:!kinesin!family!member!1B!
KO!:!knock=out!
KSS!:!kearns=sayre!syndrome!
LC3!:!microtuble=associated!protein!light!chain!3!
LRRK2!:!leucine!rich!repeat!kinase!2!
LHON!:!neuropathie!optique!héréditaire!de!Leber!
MA!:!maladie!d’Alzheimer!
m;AAA!:!matrix=facing!AAA!protease!
MAF!:!mouse!adult!fibroblast!
MAP2!:!microtubule=associated!protein!2!
MAPK!:!mitogen!activated!protein!kinase!
MARCH!:!membrane=associated!RING=CH!protein!
mCU!:!mitochondrial!calcium!uniporter!
Mdivi;1!:!mitochondrial!division!inhibitor!1!
MDM33!:!mitochondrial!distribution!and!morphology!
ME!:!membrane!exterme!
MEF!:!mouse!embryonic!fibroblast!
MELAS!:!mitochondrial!encephalopathy,!lactic!acidosis,!and!stroke=like!episodes!
MERRF!:!myoclonic!epilepsy!with!ragged!red!fibres!
MFF!:!mitochondrial!fission!factor!
MFN1,!2!:!mitofusine!1!et!2!
MH!:!maladie!de!Huntington!
Mgm1!:!mitochondrial!genome!maintenance!
MI!:!membrane!interne!
MIS/MTS!:!mitochondrial!import!sequence!ou!mitochondrial!targeting!signal!
mitoPLD!:!mitochondrial!phospholipase!D!
MP!:!maladie!de!Parkinson!
MPTP!:!1=methyl=4=phenyl1,2,3,6=tetrahydropyridine!
Msp1!:!mgm1!de!Schizosaccharomyces!pombe!
NAD+,!NADH,!H+!:!nicotinamide!adénine!dinucléotide,!formes!oxydée!et!réduite!
NADP,!NADPH!:!nicotinamide!adénine!dinucléotide!phosphate,!formes!oxydée!et!réduite!
NARP!:!neurogenic!ataxia!with!retinitis!pigmentosa!
NLS!:!nuclear!localization!sequence!
NO!:!monoxyde!d’azote!ou!oxyde!nitrique!
NOX!:!NADP(H)!oxydases!
NRF;1/NRF;2!:!nuclear!respiratory!factor!1!ou!2!
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NRF2/NFE2L2!:!nuclear!factor!(erythroid=derived!2)=like!2!ou!nuclear!factor!E2=related!factor!2!
N;terminal!:!amino=terminal!
O2!:!oxygène!
O2.;!:!anion!superoxyde!
OMA1!:!Outer!Membrane!Auxiliary!
OPA1,!3!:!optic!atrophy!1!et!3!
OXPHOS!:!phosphorylation!oxydative!
PARL!:!presenilin!associated!rhomboïd!like!protease!
PEG!:!polyéthylène!glycol!
PHB2!:!Prohibitin=2!
Pi!:!phophate!inorganique!
PI3!:!phosphoinositide!3!
PINK1!:!PTEN!putative!kinase!1!
PKA!:!protéine!kinase!A!
PKC!:!protéine!kinase!C!
PTP!:!pore!de!transition!de!perméabilité!
PBS!:!phosphate!buffered!saline!
PAGE!:!polyacrylamide!gel!electrophoresis!
RE!:!réticulum!endoplasmique!
ROOH!:!hydroperoxydes!
RRF!:!ragged!red!fibres!
SAM!:!sorting!and!assembly!machinery!
SDH!:!succinate!déshydrogénase!
SDS!:!sodium=dodecyl=sulfate!
SDS;PAGE!:!sodium!dodecyl!sulfate!polyacrylamide!gel!electrophoresis!
siARN!:!small!interfering!ARN!
SH!:!groupements!sulfydryles!
SIMH!:!stress=induced!mitochondrial!hyperfusion!
SLP;2!:!stomatin=like!protein!2!
Smac/Diablo!:!second!mitochondrial!activator!of!caspases!/!direct!IAP!binding!protein!of!low!PI!
SNC!:!système!nerveux!central!
S;S!:!ponts!disulfures!
SOD!:!superoxyde!dismutase!
TEMED!:!tetramethylethylenediamine!
TIM!:!translocase!de!la!membrane!Interne!
TM!:!transmembranaire!
TOM!:!translocase!de!la!membrane!externe!
Tris!:!tris(hydroxyméthyl)aminométhane!
TRP!:!tetratricopeptide!
TTX!:!tétrodotoxine!
UCP!:!uncoupling!protein!
Ugo1!:!ugo!is!Japanese!for!fusion!
UV!:!ultraviolet!
VDAC!:!voltage=dependent!anion!channel!
WT!:!sauvage!
YME1L!:!«!yeast!mitochondrial!escape!1=like!»!
ΔΨ!:!potentiel!de!membrane!
! !
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INTRODUCTION 
I. Les mitochondries, fonctions et dysfonctions 
I. 1. Origine et historique 
L’origine! des! mitochondries! pourrait! être! expliquée! par! la! théorie! endosymbiotique!
proposée! par! Lynn! Margulis! en! 1966.! En! effet,! les! mitochondries! seraient! le! résultat! de!
l’endosymbiose! entre! deux! bactéries,! archéobactérie! anaérobie! (hôte)! d'une! part! et! protobactérie!
aérobie! (symbionte)! d'autre! part,! responsable! de! la! formation! d’un! eucaryote! primitif.! Les!
eucaryotes! évolués! auraient!pris! naissance!par! la! suite!d’associations! symbiotiques! avec!différents!
procaryotes.! Cette! hypothèse! endosymbiotique! a! été! suggérée! grâce! à! la! découverte! d’analogies!
génétiques! et! biochimiques! entre! les! bactéries! et! les! mitochondries,! notamment! par! l’étude! du!
génome!mitochondrial,! en! 1980,! et! la! caractérisation! de! la! composition! lipidique! des!membranes,!
riches!en!cardiolipides!(Lang!et!al.!1999).!
Le!médecin! suisse!Kölliker! fut! le!premier!à! visualiser!et!décrire! les!mitochondries!dans!des!
cellules! musculaires,! en! 1858.! Elles! furent! par! la! suite! appelées! «!mitochondries!»! du! grec!mitos&
(filament)! et! chondros& (grain),! en! référence! à! leur! morphologie.! En! 1890,! une! technique! de!
coloration! fut! mise! au! point! par! le! cytologiste! Altmann! démontrant! ainsi! la! présence! de!
mitochondries!dans!quasiment!toutes!les!cellules,!exceptés!les!érythrocytes.!Ce!n’est!qu’en!1940!que!
la!purification!de!mitochondries!fut!réalisée!pour!la!première!fois.!Le!biochimiste!Claude!mit!au!point!
un! fractionnement! cellulaire! à! partir! d’hépatocytes,! par! une! technique! de! centrifugation!
différentielle.! Hogeboom! et! Schneider! ont! par! la! suite! amélioré! cette! technique! en! utilisant! une!
solution!de!saccharose! isotonique!ayant! la!propriété!de!préserver! l’intégrité!et! la!morphologie!des!
mitochondries.! Dès! lors,! la! structure! des! mitochondries! a! pu! être! observée! au! microscope!
électronique! permettant! de! les! décrire! comme! des! organites! délimités! par! deux! membranes,!
mesurant!entre!0.5!et!1! !µM!de!diamètre!et!pouvant!atteindre!10!!µM!de!long!(Frey!and!Mannella!
2000).!
!
!  
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Figure!1!–!La!mitochondrie!et!ses!compartiments!
(A,!B)!Représentation!schématique!des!différents!compartiments!d’une!mitochondrie,!réalisée!à!
partir! d’un! cliché!de! tomographie! électronique.! (C)! Images! en!microscopie! électronique!d’une!
mitochondrie.!
OM!:!membrane!externe,!IM!:!membrane!interne,!C!:!crête!mitochondriale.!
Source&:&(B)&Yamaguchi&R&et&al.,&2009,&(A&et&C)&Frey&et&Mannella,&2000.!
!
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I. 2. Structure et composition  
I. 2. 1. Structure 
Les! premières! analyses! en! microscopie! électronique,! obtenues! dans! les! années! 1950,! ont!
permis!d’établir! le!modèle!de!Palade!qui!décrit! les!mitochondries! comme!des!organites!possédant!
une! membrane! externe,! qui! sépare! l’organite! du! cytosol,! et! une! membrane! interne! délimitant!
l’espace! inter=membranaire!et! la!matrice!(Palade!1953)!(Figure!1).!La!membrane! interne!forme!des!
replis! dans! la! matrice,! appelés! crêtes! mitochondriales.! La! tomographie! électronique! a! permis!
d’affiner!ce!modèle!en!montrant!que!les!crêtes!mitochondriales!se!rattachent!à!la!membrane!interne!
par! des! structures! tubulaires! étroites! appelées! jonctions! de! crêtes! d’un! diamètre! de! 10! à! 50! nM!
(Mannella! 2006).! Ces! jonctions! délimitent! ainsi! un! cinquième! compartiment,! l’espace! intra=crête,!
avec!des!compositions!lipidiques!et!protéiques!différentes!de!la!membrane!interne!sous=jacente!à!la!
membrane!externe,!comme!un!enrichissement!en!cardiolipides!et! la!présence!des!complexes!de! la!
chaîne!respiratoire!mitochondriale!(Chu!et!al.!2013;!Kagan!et!al.!2006).!
I. 2. 2. L’ADN mitochondrial 
L’ADN! mitochondrial! (ADNmt)! est! localisé! dans! la! matrice! au! sein! d’une! structure!
nucléoprotéique!appelé! le!nucléoïde.!L’ADNmt!est!associé!à!ABF2,!une!protéine! fonctionnellement!
homologue!aux!histones,!à!des!facteurs!impliqués!dans!la!transcription,!la!réplication!et!la!réparation!
(Cheng!and!Ivessa!2010;!Garrido!et!al.!2003;!Muftuoglu!et!al.!2014).!L’association!des!nucléoïdes!à!la!
membrane!interne!semble!essentielle!à!l’intégrité!de!l’ADNmt!(Boesch!et!al.!2010;!Stuart!et!al.!2005).!
L’ADNmt!est!circulaire,!double=brin!et!‘multicopie’!(une!centaine!de!copies/cellule!chez!l’homme).!Il!a!
subi! au! cours! de! l’évolution! des! modifications! conduisant! à! une! perte! et/ou! au! transfert! d’une!
grande!partie!de!l’information!vers!le!noyau!(Gabaldón!and!Huynen!2004).!L’ADNmt!humain,!de!17kb,!
encode! environ! 1! %! des! protéines! mitochondriales! totales,13! protéines,! ainsi! que! 2! ARN!
ribosomiques! et! 22! ARN! de! transfert! (Figure! 2).! Les! 13! protéines! sont! des! composants! des! cinq!
complexes!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale!:!ND1!à!6!et!NDL4!(complexe!I),!le!cytochrome!b!
(complexe!III),!les!cytochromes!oxydases!1!à!3!(complexe!IV)!et!les!sous=unités!ATP6!et!8!(complexe!
V).! Les! autres! protéines! mitochondriales! sont! codées! par! l’ADN! nucléaire! et! possèdent! un! signal!
d’adressage! à! la! mitochondrie! pour! être! prises! en! charge! par! le! système! d’import! de! l’organite!
(Schmidt!et!al.!2010).!
!  
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Figure!2!–!L’ADN!mitochondrial!humain!
Le!génome!mitochondrial!encode!2!ARN!ribosomiques!(orange),!22!ARN!de!transfert!et!contient!
13!gènes!codants!pour!des!sous=unités!de!la!chaîne!respiratoire!(complexe!I!en!vert,!complexe!III!
en!violet,!complexe!IV!en!bleu!et!complexe!V!en!jaune).!
Source&:&site&de&John&Libbey&Eurotext&(http://www.jle.com).!
!
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I. 2. 3. L’import des protéines mitochondriales 
! Seulement!1%!des!protéines!mitochondriales!sont!codées!par!le!génome!mitochondrial.!Ainsi,!
la!majeure!partie!des!protéines!est!synthétisée!sous!la!forme!de!précurseur!dans!le!cytosol!pour!être!
prise! en! charge! par! des! chaperonnes! de! la! famille! des! protéines! de! choc! thermique! (HSP70,!Heat!
Shock!Protein!70).!Ces! interactions!permettent!alors! le!maintien!du!précurseur!protéique!dans!une!
conformation! compatible! avec! son! import! dans! la! mitochondrie.! La! nature! des! précurseurs!
protéiques!diffère!selon! leur!destination!finale!(membrane!externe!(ME),!espace! intermembranaire!
(EIM),! membrane! interne! (MI)! et! matrice).! Ils! contiennent! une! séquence! d’adressage! à! la!
mitochondrie! (MTS!:!Mitochondrial!Targeting!Sequence)! localisée!pour! les!deux! tiers!des!protéines!
en! N=terminal! et! suivie! d’un! site! de! clivage! (protéine! matricielles! et! quelques! protéines! de! la!
membrane!interne).!Ce!signal!peut!également!être!intégré!au!milieu!du!polypeptide!et!conservé!dans!
la!protéine!mature!(protéines!membranaires)!(Bolender!et!al.!2008).!
La! membrane! externe! constitue! une! barrière! semi=perméable! aux! ions! et! aux! petites!
molécules,!la!perméabilité!étant!assurée!en!grande!partie!par!la!présence!d’une!protéine!formant!un!
canal! transmembranaire! :! VDAC! (voltage=dependent! anion! channel).! Cette! protéine! permet! le!
passage! des! molécules! d’une! taille! inférieure! à! 10! kDa! (anions,! cations,! acides! gras,! pyruvate! et!
nucléotides).! Les! molécules! supérieures! à! 10! kDa! sont! prises! en! charge! par! les! complexes!
d’importation!TOM/TIM!(Translocase!of!the!Outer!Membrane/Translocase!of!the!Inner!Membrane)!
localisés!au!niveau!d’une!zone!d’accolement!entre! les!membranes!externe!et! interne! (Dudek!et!al.!
2013)! (Figure! 3).! Les! protéines! possédant! un! signal! d’adressage! à! la! mitochondrie! (MTS)! sont!
reconnues! par! le! complexe! TOM! et! franchissent! ainsi! la! membrane! externe.! Ce! complexe! se!
compose! de! sous=unités! permettant! l’ancrage! de! précurseurs! protéiques! (TOM20,! TOM22! et!
TOM70)! et! de! sous=unités! formant! le! canal! nécessaire! à! la! translocation! (TOM5,! TOM6,! TOM7! et!
TOM40)!(Neupert!1997;!Neupert!and!Herrmann!2007).!Les!protéines!de!la!membrane!externe!ayant!
un!domaine!transmembranaire!y!sont!insérées!directement.!Les!protéines!en!feuillet!β!comme!VDAC!
ou! TOM40! sont! ensuite! prises! en! charge! par! le! complexe! SAM! (Sorting! and! Assembly!Machinery)!
localisé!à!la!membrane!externe.!Les!protéines!de!l’espace!intermembranaire!(IMS)!sont!libérées!puis!
prises!en!charge!par!des!chaperonnes!qui!assurent!leur!repliement!(Bohnert!et!al.!2012;!Chacinska!et!
al.!2009).!
La!membrane!interne!a!une!composition!qui!diffère!des!autres!membranes!biologiques!avec!
environ!80!%!de!protéines!pour!seulement!20!%!de!phospholipides.!Ainsi,!elle!est!beaucoup!moins!
perméable!que!la!membrane!externe!et!constitue!une!barrière!sélective!entre!la!matrice!et!l’espace!
intermembranaire.!Le!passage!des!protéines!adressées!à!la!membrane!interne!par!le!complexe!TIM!!
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Figure!3!–!Les!différentes!voies!d’import!des!protéines!mitochondriales!
La! plupart! des! protéines! mitochondriales! sont! synthétisées! par! les! ribosomes! cytosoliques! et!
importées! jusqu’au! complexe! TOM! (Translocase! of! the! Outer! mitochondrial! Membrane)! (1).!
Après! leur! passage! par! le! canal! TOM! (2),! les! protéines! peuvent! emprunter! différentes!
machineries! (3=7).!Celles! qui!présentent!une!pré=séquence!destinée! à! la!matrice! sont! prises! en!
charge! par! le! complexe! TIM23! (Translocase! of! the! Inner! mitochondrial! Membrane)! et! PAM!
(Presequence! translocase=Associated!Motor)! puis! la! pré=séquence! est! alors! clivée! par! les!MPP!
(Mitochondrial!Processing!Peptidase)!(3).!Les!protéines!intégrées!dans!la!membrane!interne!sont!
insérées!dans! la!bicouche!lipidique!à!partir!du!complexe!TIM23!(4).!Les!protéines!solubles!dans!
l’espace! intermembranaire! sont! prises! en! charge! par! TIM23! puis! MIA! (Mitochondrial!
Intermembrane! space! Assembly)! (5).! TIM9! et! TIM10! sont! des! complexes! qui! permettent! le!
transport! des! protéines! hydrophobes! vers! le! complexe! SAM! (Sorting! and!Assembly!Machinery)!
pour! les! protéines! à! feuillet! β! destinées! à! la!membrane! externe! (6)! ou!par! le! complexe! TIM22!
pour!les!protéines!de!la!membrane!interne!(7).!Certaines!protéines!qui!contiennent!des!hélices!α!
peuvent!être!intégrées!à!la!membrane!externe!par!d’autres!voies!que!le!complexe!TOM,!comme!
Mim1! (Mitochondrial! Import! 1)! (8).! Enfin,! les! protéines! synthétisées! à! partir! des! ribosomes!
mitochondriaux! sont! adressées! à! la! membrane! interne! via! la! machinerie! OXA! (Oxidative!
Assembly)!(9).!
Source&:&Schmidt&O.&et&al.,&2010.!
!
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nécessite!un!potentiel!de!membrane!mitochondrial! (de! =150!à! =180mV)!et!de! l’énergie! sous! forme!
d’ATP!(Dudek!et!al.!2013)!(Figure!3).!Ce!complexe!est!composé!de!TIM50!qui!reconnaît!les!séquences!
de! signal! d’import! des! protéines! de! l’IMS,! de! TIM23!qui! forme! le! canal! et! de! TIM21!qui! couple! la!
machinerie! d’import! à! la! chaîne! respiratoire! (Van! der! Laan! et! al.! 2006).! Ces! trois! sous=unités!
interagissent!avec! le!complexe!TOM!pour! faciliter! le!passage!des!protéines!de! la!ME!vers! la!MI.!La!
présence!d’un!domaine!hydrophobe!dans!la!séquence!d’une!protéine!constitue!un!signal!d’arrêt!de!
transfert!:! la! séquence!est! clivée!et! la!protéine!diffuse! latéralement!dans! la!MI.!Pour! les!protéines!
intégrales!de! la!MI,! le!précurseur!est!pris!en! charge!par!TIM9=10!qui! le! transfère!vers!TIM22!pour!
l’insérer! dans! la!MI! (Chacinska! et! al.! 2009).! Les! protéines! adressées! à! la!matrice! transitent! par! le!
complexe! PAM! (Presequence! Associated! translocase! Motor)! constitué! de! l’ATPase! Hsp70!
mitochondriale!(Hsp70mt)!et!de!TIM44!qui!reconnaît!le!peptide!signal!d’import.!!
Certaines!molécules!ne!nécessitent!pas! l’import!par! le!complexe!TOM/TIM!mais!sont!prises!
en! charge! par! des! transporteurs! tels! que! le! transporteur! des! nucléotides! adényliques! (ANT)! qui!
réalise! l’échange! ATP/ADP! entre! le! cytosol! et! la! matrice! mitochondriale,! le! transporteur! du!
phosphate! inorganique,! le! transporteur!du!pyruvate,! la!navette! glycérol! 3=phosphate!et! la!navette!
malate/aspartate.!Ces! substrats,! une! fois!disponibles! au!niveau!de! la!matrice!mitochondriale,! sont!
utilisés!pour!les!voies!métaboliques!telles!que!le!cycle!de!Krebs!et!la!β=oxydation!des!acides!gras.!
!
I. 3. Les fonctions des mitochondries 
La!mitochondrie!occupe!une!place!centrale!dans!la!balance!vie!(survie)!ou!mort!des!cellules.!
Elle!est!au!cœur!du!métabolisme!énergétique!car!elle!produit!l’essentiel!de!l’ATP!intracellulaire!grâce!
à! la! phosphorylation! oxydative! (OXPHOS)! (Figure! 4).! De! plus,! elle! représente! un! carrefour!
métabolique!entre!la!glycolyse,!la!β=oxydation!des!acides!gras!et!la!synthèse!des!acides!aminés.!Elle!
participe! également! à! des! processus! cellulaires! clefs! comme! l’homéostasie! calcique,! la! production!
d’Espèces!Actives! de! l’Oxygène! (EAO),! l’apoptose,! la! synthèse! de! l’hème! et! le! cycle! de! l’urée.!Des!
atteintes!du!fonctionnement!mitochondrial,!par!des!mutations!de!l’ADNmt!ou!des!perturbations!de!
l’activité! énergétique! de! l’organite,! peuvent! être! responsables! de! nombreuses! pathologies,!
principalement!neurodégénératives.!!
!  
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Figure!4!–!Glycolyse!et!métabolisme!oxydatif!mitochondrial!
Une!molécule! de! glucose! est! dégradée! par! la! glycolyse,! dans! le! cytosol,! où! une! succession! de!
réactions!enzymatiques!aboutit!à! la!production!de!pyruvate,!d’ATP!et!de!NADH,!H+.!Le!pyruvate!
est!transporté!jusque!dans!la!matrice!mitochondriale!par!des!transporteurs!transmembranaires.!Il!
est!ensuite!catabolisé!en!acétyl!CoA!par!la!pyruvate!déshydrogénase.!L’acétyl!CoA!est!également!
produit!suite!à!la!β=oxydation!des!acides!gras!(AG).!L’acétyl=CoA!est!ensuite!pris!en!charge!par!le!
cycle!de!Krebs!et!sa!dégradation!aboutit!à! la!production!d’équivalents!réduits,!le!NADH,!H+!et! le!
FADH2.! Ces! deux! molécules! sont! oxydées! par! les! complexes! I! et! II! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale.! La! phosphorylation! oxydative! permet! la! respiration! cellulaire,! au! niveau! du!
complexe!IV,!et!la!production!d’ATP!par!l’ATP!synthase!(ou!complexe!V).!
Les&rapports&stoechiométriques&ne&sont&pas&conservés&dans&ce&schéma.&!
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I. 3. 1. Rôle énergétique de la mitochondrie 
I. 3. 1. 1. Le cycle de Krebs 
Le! cycle! de! Krebs! (CK),! ou! cycle! de! l’acide! citrique,! est! un! processus! central! dans! le!
métabolisme!du!glucose,!des! lipides!et!des!acides!aminés! (Krebs!1937,!Nunes=Nesi!et!al.!2013).! La!
glycolyse!aboutit!à!la!formation!de!pyruvate,!qui!est!ensuite!acheminé!dans!la!mitochondrie!par!une!
translocase,! puis! décarboxylé! en! acétyl=CoA! par! la! pyruvate! déshydrogénase.! Les! acides! gras!
transitent! par! le! biais! de! transporteurs! (carnitine! palmityl=transfecrase)! jusqu’à! la! matrice!
mitochondriale!et!sont!ensuite!dégradés!en!acétyl=CoA!et!acyl=CoA!lors!de!la!β=oxydation!(Figure!4).!
L’acétyl=CoA! est! ensuite! oxydé! par! une! succession! de! réactions! enzymatiques! du! CK! (Figure! 5).!
L’ensemble!de!ces!réactions!aboutit!à!la!production!de!deux!molécules!de!CO2,!une!molécule!de!GTP,!
et! de! dérivés! réduits!essentiels! au! fonctionnement! de! la! chaîne! respiratoire! mitochondriale! :! 3!
molécules! de! NADH,! H+! (Nicotinamide! Adenine! Dinucleotide)! et! une! molécule! de! FADH2! (Flavin!
Adenine!Dinucleotide).!
I. 3. 1. 2. La phosphorylation oxydative 
Les! réactions! qui! se! déroulent! au! niveau! du! cycle! de! Krebs! permettent! de! fournir! les!
intermédiaires! énergétiques! à! la! chaîne! respiratoire! et! à! l’ATP! synthase! qui,! par! une! série! de!
phosphorylations!oxydatives,!vont!assurer!la!respiration!cellulaire!et!la!production!d’ATP.!L’ensemble!
des!complexes!mitochondriaux!(de!I!à!V)!est!composé!de!plus!de!quatre=vingt!protéines!différentes,!
treize! d’entre! elles! étant! codées! par! l’ADNmt! et! les! autres! par! le! génome! nucléaire.! La! chaîne!
respiratoire! (complexe! I!à! IV)!et! les! transporteurs!mobiles! (coenzyme!Q!et! cytochrome!c)!assurent!
une! série! d’oxydo=réductions! qui! transfèrent! les! électrons! du!NADH,! H+! (complexe! I)! et! du! FADH2!
(complexe!II)!jusqu’au!complexe!IV!où!l’accepteur!final!d’électrons,!l’oxygène!moléculaire,!est!réduit!
en!eau! (Chaban!et!al.!2014)! (Figure!6).!Chaque!complexe!dans! la!chaîne!a!une!plus!grande!affinité!
pour! les! électrons! que! son! prédécesseur,! et! les! électrons! passent! donc! d’un! complexe! à! l’autre!
jusqu’à! être! finalement! transférés! à! l’oxygène,! qui! a! l’affinité! la! plus! grande! pour! les! électrons.!
Parallèlement! aux! oxydoréductions,! un! transfert! de! protons! de! la! matrice! mitochondriale! à! l’IMS!
s’établit!au!niveau!des!complexes! I,! III!et! IV,! ce!qui!génère!une!différence!de!potentiel!de! =150!à! =
180mV! entre! la! membrane! interne! mitochondriale! et! le! cytosol!:! le! potentiel! de! membrane!
mitochondrial.!Le!gradient!de!protons!crée!une!énergie!électrochimique,!la!force!proton!motrice,!qui!
est!utilisée!par!le!complexe!V,!ou!F1F0!ATP!synthase,!pour!la!phosphorylation!d’ADP!en!ATP!(Mitchell!
1966,!Koopman!et!al.!2013).!
!  
                                                                                                                                              Introduction 
! 25!
!  
Pyruvate(
Acetyl5CoA(
Citrate(Oxaloacétate(
Isocitrate(Malate(
α5cetoglutarate(Fumarate(
Succinyl5CoA(Succinate(
Pyruvate)déshydrogénase)
1.)Citrate)
synthase)
2.)Aconitase)
3.)Isocitrate)
déshydrogénase)
4.)α<cetoglutarate)
déshydrogénase)
5.)Succinyl<CoA)
synthetase)
6.)Succinate)
déshydrogénase)
7.)Fumarase)
8.)Malate)
déshydrogénase)
Cycle"de"
Krebs"
CoASH(+(NAD+"
CO2(+(NADH"
NAD+"
NADH"+"H+"
NAD+"
NADH"+"H+"
CO2(
CoASH(
NAD+"
NADH"+"H+"
CO2(
CoASH(
FAD"
FADH2"
GDP(+(Pi(GTP"
CoASH(
H2O(
H2O(
Figure!5!–!Le!cycle!de!Krebs!
Le!cycle!de!Krebs,!qui!a!lieu!dans!la!matrice!mitochondriale,!permet!de!dégrader!l’acetyl=CoA!par!
une!succession!de!réactions!enzymatiques.!Les!enzymes!sont!notées!en!bleu,!numérotées!de!1!à!
8,!et! les!substrats/produits!sont!en!noir.!Chaque!cycle!aboutit!à! la!formation!de!3!molécules!de!
NADH,!H+! (en!vert),! d’une!molécule!de! FADH2!(en!orange),! de!2!molécules! de!CO2! et! enfin! une!
molécule! de! GTP! (en! violet).! Les! équivalents! réduits! produits,! le! NADH,! H+! et! le! FADH2,!
constituent!les!substrats!respectifs!des!complexes!I!et!II!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!
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• Le complexe I : NADH ubiquinone oxidoreductase 
Le!complexe!I!est!le!plus!gros!des!cinq!complexes!respiratoires!chez!les!mammifères!avec!45!
sous=unités!dont!sept!codées!par! le!génome!mitochondrial! (ND1=ND6!et!ND4L).!Ce!complexe!est! le!
principal!point!d’entrée!des!électrons!dans! la!chaîne!respiratoire.!Sa!forme!réduite!FMNH2!(flavine!
mononucléotide)!permet!le!transfert!des!électrons!du!NADH,!H+!aux!centres!Fe=S!qui!cèdent!ensuite!
leur! électron! par! ré=oxydation! au! Coenzyme! Q! (ubiquinone).! Cette! réaction! s’accompagne! d’un!
transfert!de!quatre!protons!de!l’intérieur!de!la!matrice!vers!l’IMS.!Chez!les!mammifères,!le!complexe!
I!a!une!forme!de!«!L!»,!composé!de!deux!bras!perpendiculaires!:!un!bras!hydrophobe!enchâssé!dans!
la!membrane!interne!mitochondriale!contenant!les!sous=unités!codées!par!l’AD!nMt,!qui!constituent!
le!site!catalytique!de!l’enzyme,!et!un!bras!périphérique!hydrophile!dépassant!dans!la!matrice.!Cette!
structure! engendre! trois! modules! fonctionnels! :! le! module! déshydrogénase! responsable! de!
l’oxydation! du!NADH,!H+! en!NAD+,! le!module! hydrogénase,! responsable! du! transfert! d’électrons! à!
l’ubiquinone! et! le! module! de! translocation! des! protons! constituant! la! majeure! partie! du! bras!
membranaire! (Fernández=Vizarra! et! al.! 2009).! La! réduction! de! l’ubiquinone,! due! au! transfert! des!
électrons,! induit! un! changement! de! conformation! du! complexe! I,! ce! qui! permet! le! transport! des!
protons!de! la!matrice!à! l’espace! intermembranaire! (Baradaran!et!al.!2013;!Sazanov!et!al.!2013).!Le!
complexe! I! est! aussi! un! site! majeur! de! production! d’anion! superoxyde! (O2.=)! :! les! électrons! qui!
s’échappent!interagissent!directement!avec!et!le!dioxygène.!!
• Le complexe II : Succinate coenzyme Q réductase ou succinate déshydrogénase 
Le! complexe! II! est! constitué! de! quatre! sous=unités! (A! à! D)! chez! les! mammifères,! toutes!
codées! par! le! génome! nucléaire.! Il! est! constitué! d’un! domaine! hydrophobe! (sous=unités! C! et! D)!
enchâssé!dans!la!membrane!interne!mitochondriale!et!d’un!domaine!hydrophile!(sous=unités!A!et!B)!
dépassant! dans! la! matrice.! Il! constitue! le! second! point! d’entrée! des! électrons! dans! la! chaîne!
respiratoire.! En! effet,! il! permet! le! transfert! des! électrons! du! succinate! à! l’ubiquinone,! par!
l’intermédiaire! d’un! centre! Fe=S,! connectant! ainsi! directement! le! cycle! de! Krebs! à! la! chaîne!
respiratoire.! Ce! transfert! d’électrons! n’est! pas! couplé! à! la! translocation! de! protons.! La! part! du!
complexe!II!dans!la!production!d’anion!superoxyde!est!négligeable!en!comparaison!des!complexes!I!
et! III.! Toutefois,!une!augmentation!de! la!quantité!de! succinate!et!du!potentiel!de!membrane!dans!
des!mitochondries! isolées! induit!un!flux!reverse!d’électrons!du!complexe! II!au! I,!ce!qui!entraîne!un!
accroissement!de!la!production!d’anion!superoxyde!(Selivanov!et!al.!2011;!Votyakova!and!Reynolds!
2001).! De! plus,! le! groupe! flavine! de! la! sous=unité! SDHA! du! complexe! II! conduit! également! à! la!
production!d’anion!superoxyde!(Guzy!et!al.!2008;!Yankovskaya!et!al.!2003).!
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Figure!6!–!La!phosphorylation!oxydative!(OXPHOS)!
La! chaîne! respiratoire! est! composée! de! 4! complexes! protéiques! notés! de! I! à! IV.! La!
phosphorylation!oxydative!est!le!couplage!entre! la!respiration!(complexe!I!à!IV)!et! la!production!
d’ATP! au! niveau! du! complexe! V.! Le! cycle! de! Krebs! fournit! des! équivalents! réduits! donneurs!
d’électrons!à!la!chaîne!respiratoire,!le!NADH,!H+!et!le!FADH2,!respectivement!au!complexe!I!et!II.!
Les! électrons! transitent! le! long! de! la! chaîne! respiratoire! par! l’intermédiaire! des! transporteurs!
mobiles,!le!coenzyme!Q!(ubiquinone,!Q)!et!le!cytochrome!c!(C),!pour!permettre!la!respiration!au!
niveau! du! complexe! IV! :! l’oxygène! est! réduit! en! eau.! Le! gradient! de! protons,! généré! par! les!
complexes! I,! III! et! IV! au!niveau!de! l’espace! intermembranaire,! permet! la! production!d’ATP!par!
l’ATP!synthase!(complexe!V).!
Les&rapports&stoechiométriques&ne&sont&pas&conservés&dans&ce&schéma.&!
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• Le complexe III : Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase ou complexe cytochrome bc1 
Le!complexe!III!est!présent!sous!forme!de!dimère!dans!la!membrane!interne!mitochondriale.!
Chez!les!mammifères,!chaque!monomère!est!composé!de!onze!sous=unités!structurales!différentes,!
dont!une!est!codée!par!l’ADNmt!(cytochrome!b)!(Guzy!et!al.!2005).!Trois!sous=unités!contiennent!les!
centres!Fe=S!responsables!du!transfert!d’électrons!:!le!cytochrome!b,!le!cytochrome!c1&et!la!protéine!
Rieske!Fe=S.!La!fonction!des!autres!sous=unités!reste!à!élucider.!Le!complexe!III!participe!au!transfert!
de!deux!électrons!de!l’ubiquinone!réduite!(ou!ubiquinol)!au!cytochrome!c,!transporteur!d’électrons!
mobile!associé!à!la!face!externe!de!la!membrane!interne!mitochondriale.!Ce!transfert!est!couplé!à!la!
translocation!de!2!protons! vers! l’espace! intermembranaire.!Ce! complexe!est!également!un! site!de!
production!de!l’anion!superoxyde.!!
• Le complexe IV : Cytochrome c oxydase 
Chez! les! mammifères,! le! complexe! IV,! ou! COX,! est! composé! de! treize! sous=unités! et!
représente! le! dernier! complexe! de! la! chaîne! respiratoire.! Les! trois! sous=unités! protéiques! les! plus!
grosses! sont! codées!par! l’ADNmt.!Deux!de! ces! sous=unités! (COX! I! et! COX! II),! constituent! le! centre!
catalytique!de!l’enzyme!impliqué!dans!le!transfert!d’électrons!et!la!troisième!jouerait!un!rôle!dans!le!
pompage!des!protons.!Les!dix!sous=unités!restantes!sont!codées!par! l’ADN!nucléaire!;! leur!fonction!
est! actuellement! mal! connue! mais! elles! pourraient! avoir! un! rôle! dans! la! régulation! de! l’activité!
catalytique! ainsi! que! dans! l’assemblage! et! la! stabilisation! du! complexe! (Fernández=Vizarra! et! al.!
2009;!Stiburek!et!al.!2006).!Le!complexe!IV!permet!d’oxyder!le!cytochrome!c!réduit!:!le!cytochrome!
va! se! déplacer! sur! la! membrane! interne! pour! transporter! les! électrons! aux! centres! fer/cuivre! du!
complexe.! La! molécule! d’oxygène,! l’accepteur! final! d’électrons,! est! alors! réduite! en! 2! molécules!
d’eau.! Le! complexe! IV! contribue!également! au! gradient!de!protons!en! transloquant! des!protons! à!
travers!la!membrane!interne!mitochondriale.!!
• Le complexe V : ATP synthase 
L’ATP! synthase! est! une! enzyme! fonctionnellement! réversible! :! i)! elle! synthétise! de! l’ATP! à!
partir! d’ADP! et! de! phosphate! inorganique! (Pi)! en! utilisant! la! force! protomotrice! à! travers! la!
membrane!interne!ou!bien!ii)!en!absence!de!gradient!transmembranaire!de!protons,!elle!hydrolyse!
l’ATP!en!pompant!les!protons!hors!de!la!matrice.!L’organisation!de!l’ATP!synthase!est!conservée!de!la!
levure! aux!mammifères! et! est! constituée! de! deux!moteurs,! F0! et! F1! (Habersetzer! et! al.! 2013).! Le!
domaine!catalytique!hydrophile!F1,!localisé!dans!la!matrice,!est!composé!de!5!sous=unités!communes!
à!toutes!les!cellules!eucaryotes!:!3!copies!des!sous=unités!α!et!β!et!une!copie!de!δ,!γ!et!ε.!Le!domaine!
hydrophobe!membranaire!F0!est!ancré!dans!la!membrane!interne!mitochondriale!et!permet!la!!
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Figure!7!–!Les!supercomplexes!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale!
Cette! figure! schématise! les! quatre! principaux! types! d’organisation! des! complexes! de! la! chaîne!
respiratoire!en!supercomplexes,!identifiés!dans!de!nombreuses!espèces.!En!(A),!le!supercomplexe!
est!une!association!entre!le!complexe!I!et!un!dimère!du!complexe!III.!Les!électrons!transitent!par!
l’intermédiaire!du!coenzyme!Q!puis!sont!transportés!par!le!cytochrome!c!jusqu’aux!complexes!IV!
libres!ou!associés!(en!C),!pour!permettre!la!respiration!cellulaire.!En!(B),!on!trouve!un!dimère!du!
complexe!III!associé!au!complexe!IV!(il!peut!y!en!avoir! jusqu’à!4).!Dans!chaque!cas!de!figure,! le!
cytochrome! c! peut! être! intégré! aux! supercomplexes! ou! sous! forme! libre.! Enfin,! en! (D),! l’ATP!
synthase!peut!être!associée!en!dimère!(puis!en!oligomère),!ce!qui!permet!un!meilleur!rendement!
énergétique.!De!plus,!cette!association!induit!une!courbure!de!la!membrane!interne!et!a!donc!un!
impact!sur!la!structuration!des!crêtes!mitochondriales.!
Pour&revue&Chaban&et&al.,&2013.!
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translocation!des!protons.!Chez!les!mammifères,!il!est!constitué!des!sous=unités!a,!A6L,!c8,!b,!d,!F6,!f,!
OSCP&(Oligomycin&SensitivityZConfering&Protein)!e!et!g!(Jonckheere!et!al.!2012).!Les!sous=unités!c!sont!
organisées! en! anneaux! constitués! de! 8! copies,! comme! il! a! été!montré! dans! des!mitochondries! de!
bœuf! (Watt!et!al.! 2010).! Les!autres! sous=unités! sont!présentes!en!une! seule! copie.! Les!deux! sous=
unités!a!et!A6L!du!domaine!F0!sont!codées!par! l’ADN!mitochondrial,! respectivement!par! les!gènes!
ATP6!et!ATP8!(Anderson!et!al.!1981).!L'ATP!synthase!peut!être!divisée!en!deux!parties!distinctes!:!une!
partie!mobile!nommé!«!rotor!»!(sous=unités!c,&γ,&δ&et&ε)!et!une!partie!fixe,!le!«!stator!»!(sous=unités!
α3β3,& a,& b,& d,& F6& et& OSCP)! (Devenish! et! al.! 2008;! Grover! et! al.! 2008).! Le! passage! des! protons! à!
l'interface!entre!rotor!et!stator!dans!le!domaine!membranaire!F0!cause!la!rotation!de!la!tige!(γ)!qui!
déforme! les! sous=unités! α! et! β! du! domaine! extra=membranaire! F1! et! fournit! à! celles=ci! l'énergie!
nécessaire!à!la!synthèse!d'ATP.!!
• Organisation en supercomplexes 
On!a!longtemps!pensé!que!les!complexes!de!la!chaîne!respiratoire!diffusaient!librement!dans!
la!membrane!interne!mitochondriale,!mais!l’existence!de!supercomplexes!a!été!mise!en!évidence!par!
de!nombreuses!études!comme!des!analyses!électrophorétiques!de!type!Blue!Native!PAGE!(BN=PAGE)!
(Arnold!et!al.!1998;!Leary!2012;!Schägger!and!Pfeiffer!2000).!De!nombreux!types!de!supercomplexes!
ont!été!décrits!dans!différents!organismes!eucaryotes,!de!la!plante!à!l’homme!(Chaban!et!al.!2014).!!
Les!différents!supercomplexes!
Quatre!différents!supercomplexes!ont!alors!été!décrits!dans!de!nombreuses!espèces!(Cruciat!
et!al.!2000;!Dudkina!et!al.!2008;!Schägger!and!Pfeiffer!2000;!Vonck!and!Schäfer!2009)!(Figure!7).!Les!
complexes!I,!III!et!IV!peuvent!s’assembler!en!3!supercomplexes.!Les!supercomplexes! I!+! III2!sont!les!
plus! abondants! dans! les! plantes! où! 90=100! %! du! complexe! IV! est! sous! forme! monomérique.! Ils!
résultent! d’une! association! latérale! entre! un! dimère! du! complexe! III! et! la! partie!membranaire! du!
complexe! I.! Ils! sont! les! premiers! à! avoir! été! caractérisés! sur! le! plan! structural! chez! la! plante!
Arabidopsis& Thaliana! (Dudkina! et! al.! 2005).! Ils! ont! également! été! décrits! dans! le! cœur! de! bœuf!
(Schägger! and! Pfeiffer! 2001;!Winge! 2012).! Les! supercomplexes! III2! +! IV1;2!ont! principalement! été!
identifiés!chez!les!champignons!(Heinemeyer!et!al.!2007;!Schägger!and!Pfeiffer!2000).!En!effet,!chez!
la!levure!S.&Cerevisiae,!qui!ne!possède!pas!de!complexe!I,!des!supercomplexes!ont!été!identifiés!:!un!
complexe! III! dimérique! associé! à! une! ou! deux! copies! du! complexe! IV! (III2! +! IV! et/ou! III2! +! IV2)!
(Boumans! et! al.! 1998;! Bruel! et! al.! 1996).! Les! supercomplexes! I! +! III2! +! IV1;4! sont! abondamment!
présents!chez!les!mammifères.!Ils!sont!structurés!de!la!même!façon!que!le!I!+!III2!avec!le!complexe!IV!
qui! est! associé! à! la! partie! membranaire! du! complexe! I! et! III! (Schägger! and! Pfeiffer! 2000).! Cette!
association!de!complexes!a!notamment!été!rapportée!par!des!études!réalisées!chez!le!bœuf!(Schäfer!
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et!al.!2006).!Ce!dernier!supercomplexe!est!appelé!«!respirasome!»!car! il!permet!un!transit!complet!
des! électrons! du! complexe! I! au! IV,! associés! aux! quinones! et! au! cytochrome! c,! pour! permettre! la!
réduction!de!l’oxygène!en!eau.!!
Le!quatrième!groupe!représente!l’ATP!synthase!F1F0!organisée!en!dimère! (V2),!capable!de!
s’associer! pour! former! des! oligomères! (Chaban! et! al.! 2014;! Habersetzer! et! al.! 2013).! L’interaction!
entre! les!monomères!d’ATP!synthase!se!fait!au!niveau!des!domaines!membranaires!F0!notamment!
par! la! sous=unité!a! (Wittig! and!Schägger!2008).!De!plus,! certaines! sous=unités!du! stator! (e,&g,& b&et&
A6L)!interviennent!dans!la!stabilisation!de!l’homocomplexe!(Bisetto!et!al.!2008;!Wittig!and!Schägger!
2008).!Une!autre!protéine!intervient!dans!la!stabilisation!des!dimères!ou!oligomères!du!complexe!V,!
l’inhibiteur! IF1.! Il! se! lie! à! l’ATP! synthase! par! le! domaine! F1! chez! les! mammifères! et! inhibe! la!
production!d’ATP!en!fonction!du!pH!(Van!Heeke!et!al.!1993;!Muster!et!al.!2010;!Pullman!and!Monroy!
1963).! L’ATP! synthase! forme! également! un! supercomplexe! avec! l’ANT! et! le! transporteur! de!
phosphate!(Ardehali!et!al.!2004;!Papa!et!al.!2006).!
Le!complexe! II!ne! serait!pas!associé!à!des! supercomplexes.!Bien!qu’une!une!étude!montre!
l’implication!du!complexe!II!dans!un!respirasome!chez!la!souris!(Acín=Pérez!et!al.!2008),!ces!résultats!
n’ont!pas!été!confortés!par!d’autres!études!(Muster!et!al.!2010).!La!participation!du!complexe!II!au!
cycle!de!Krebs!pourrait!expliquer!son!absence!dans!les!structures!de!respirasome.!!
Le!rôle!fonctionnel!des!supercomplexes!
Des!supercomplexes!et!des!complexes!OXPHOS!libres!co=existent!dans!la!membrane!interne!
mitochondriale!et! les!associations!de!complexes!en!supercomplexes!ou!vice&versa!sont!considérées!
comme!un!procédé!dynamique!dépendant!de!l’état!physiologique!de!la!cellule.!!
Bien!que!de!nombreuses!pistes!restent!à!explorer,! la! formation!de!supercomplexes!semble!
être!impliquée!dans!l’efficacité!du!transfert!d’électrons!(Acin=Perez!and!Enriquez!2013;!Vartak!et!al.!
2013).! Par! exemple,! le! flux! d’électrons! ne! nécessite! pas! l’assemblage! des! complexes! I! et! III! en!
supercomplexes,!néanmoins! les!activités!des!complexes!dans!cette!conformation!sont!augmentées!
(Bianchi!et!al.!2004;!Genova!et!al.!2008).!Dans!ces!conditions,! l’ubiquinone!est!interconnectée!avec!
les!complexes!I!et!III!ce!qui!permet!un!transfert!d’électrons!rapide!de!l’un!à!l’autre!et!une!diminution!
des!fuites!responsables!de!la!production!des!radicaux!libres!oxygénés!(Finkel!and!Holbrook!2000).!
L’intérêt!physiologique!des! supercomplexes!a!également!été!décrit!pour! l’assemblage!et! la!
stabilité!des!complexes!OXPHOS!(Acin=Perez!and!Enriquez!2013;!Vartak!et!al.!2013).!L’assemblage!du!
complexe!I!dépend!du!complexe!III!(Acín=Pérez!et!al.!2004)!et!du!complexe!IV!(Diaz!et!al.!2006)!dans!
des!cellules!humaines!et!murines.!L’assemblage!du!complexe!I!est!en!effet!perturbé!lors!de!la!perte!
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du!complexe!III!mais!est!totalement!inhibé!en!absence!du!complexe!IV!(Li!et!al.!2007).!De!même,!le!
complexe! I!est!nécessaire!pour!un!assemblage!complet!du!complexe! III!dans!des!cellules!humaines!
(Moreno=Lastres! et! al.! 2012;!Ugalde! et! al.! 2004).! A! l’inverse,! la! perte! du! complexe! I! n’affecte! pas!
l’assemblage!et!la!stabilité!du!complexe!IV!(Acín=Pérez!et!al.!2004;!Li!et!al.!2007).!
L’association!des!complexes!V!en!dimères!et!oligomères!permet!de!générer!des!invaginations!
de! la!membrane! interne!mitochondriale! et! donnerait! naissance! aux! crêtes! (Allen! et! al.! 1995).! Ce!
mécanisme!a!été!bien!décrit!chez!la!levure!(Paumard!et!al.!2002).!La!déplétion!des!sous=unités!e!ou!g,!
ou!l’inhibition!de!la!synthèse!du!domaine!F1,!aboutit!à!la!désorganisation!voire!à!l’absence!de!crêtes!
mitochondriales!(Lefebvre=Legendre!et!al.!2005;!Paumard!et!al.!2002).!Ainsi,!au!delà!de!sa!fonction!
essentielle!dans! la!production!d’ATP,! l’organisation!en!supercomplexe!de!l’ATP!synthase!permet!de!
moduler!la!morphologie!des!crêtes.!!
• Le contrôle de la respiration mitochondriale 
A! l’échelle! de! la! cellule,! l’activité! d’OXPHOS! peut! être! contrôlée! par! de! nombreux!
mécanismes.! Les! quantités! de! protéines! formant! les! complexes! peuvent! être! régulées! de!manière!
transcriptionnelle! par! des! facteurs! de! transcription! impliqués! dans! la! biogenèse! mitochondriale!
(confer!partie!Biogenèse!mitochondriale).!!
Des! modifications! post;traductionnelles! sont! également! impliquées! dans! l’activation! ou!
l’inhibition! des! complexes! respiratoires.! Par! exemple,! des! processus! de! phosphorylation! et! de!
déphosphorylation!des! cinq! complexes! (Carlucci! et! al.! 2008;! Hebert=Chatelain! 2013;! Helling! et! al.!
2012;! Kane! and!Van!Eyk! 2009;! Koopman!et! al.! 2010;! Pagliarini! and!Dixon!2006;! Sergio! Papa!et! al.!
2012;! Yadava! et! al.! 2008),! d’acétylation! des! complexes! I,! II! et! V! (Guan! and! Xiong! 2011),! de!
glycosylation! des! complexes! I,! II! et! V! (Burnham=Marusich! and! Berninsone! 2012),! du! clivage! des!
complexes!I,!II!et!V!par!des!caspases!(Martinvalet!et!al.!2008;!Ricci!et!al.!2004)!et!des!oxydations!des!
cinq! complexes! par! les! EAO! ou! l’oxyde! nitrique! (Chinta! and! Andersen! 2011;! Choksi! et! al.! 2004;!
Danielson!et!al.!2011;!Galkin!and!Moncada!2007;!Hurd!et!al.!2008;!Murray!et!al.!2003;!Taylor!and!
Moncada!2010)!ont!été!décrits.!
! Le!découplage!de! la! phosphorylation!oxydative! (OXPHOS)!permet!de! réguler! l’activité!des!
complexes! de! la! chaîne! respiratoire.! Les! protéines! découplantes! UCPs! (uncoupling! proteins)!
permettent! le! flux! de! protons! de! l’espace! intermembranaire! à! la! matrice,! sans! passer! par! le!
complexe!V!:! la!respiration!cellulaire!est!découplée!de!la!production!d’ATP,!processus!qui!engendre!
de! la! chaleur! (Divakaruni! and! Brand! 2011).! L’augmentation! du! taux! d’EAO! intracellulaire! est!
notamment! responsable! de! l’activation! des! UCPs,! qui! elles=mêmes! diminuent! la! production! de!
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radicaux! libres.! Ainsi,! ces! molécules! serviraient! de! rétrocontrôle! négatif! pour! diminuer! une!
production!accrue!d’EAO!(Mailloux!and!Harper!2012).!
! L’activité!OXPHOS!peut!également!être!régulée!en!fonction!de!la!disponibilité!des!substrats!
pour! permettre! la! synthèse! de! l’ATP.! La! nature! des!molécules! énergétiques! (acides! gras,! glucose)!
détermine!le!ratio!NADH,!H+!et!FADH2!produits!par!le!cycle!de!Krebs.!L’oxydation!du!FADH2!induit!une!
production!d’ATP!par!la!chaîne!respiratoire!inférieure!à!40!%,!en!comparaison!avec!le!substrat!NADH,!
H+!(Leverve!and!Fontaine!2001).!De!manière!indirecte,!les!systèmes!de!navette!du!NADH,!H+!comme!
la! malate/aspartate! ou! la! glycerol! 3=phosphate/dihdroxyacetone=phosphate! peuvent! moduler!
l’activité!OXPHOS!en!régulant!la!concentration!des!équivalents!réduits!dans!la!matrice!(Leverve!and!
Fontaine!2001).!!
Enfin,!l’oxyde!nitrique!agit!également!comme!un!régulateur!de!la!respiration!mitochondriale.!
L’isoforme! mitochondriale! de! l’enzyme! NO! synthase! (mtNOS)! est! liée! aux! supercomplexes!
respiratoires! composés! des! complexes! I! et! IV! (Navarro! and! Boveris! 2008).! Le! NO! entraîne! une!
inhibition!rapide,!sélective,!forte!mais!réversible!de!la!liaison!de!l’oxygène!au!complexe!IV!(Moncada!
and!Bolaños!2006).!
I. 3. 2. Rôle de la mitochondrie dans l’apoptose 
L’apoptose!est!un!processus!de!mort!cellulaire!actif,!génétiquement!programmé,!propre!aux!
eucaryotes! supérieurs.! Le! déclenchement! de! l’apoptose! intervient! naturellement! au! cours! du!
développement!embryonnaire!ou!peut!être!initiée!par!la!convergence!de!signaux!inducteurs!tels!que!
l’altération!de!l’ADN!ou!du!cycle!cellulaire,!le!stress!oxydant!et!l’hypoxie!(Cosentino!and!García=Sáez!
2014;!Czabotar!et!al.!2014).! Il!existe!deux!voies!distinctes!de! l’apoptose! :! la!voie!extrinsèque,!aussi!
nommée! la! voie! des! récepteurs! de!mort,! et! la! voie! intrinsèque! faisant! intervenir! la!mitochondrie.!
Cette! voie!mitochondriale! est! caractérisée!par! la! perméabilisation!de! la!membrane!externe! ce!qui!
aboutit! à! la! libération! dans! le! cytosol! de! molécules! originaires! de! l’espace! inter=membranaire! et!
capables!d’initier!et!de!réguler!l’activation!des!caspases!(Figure!8).!Ces!protéases,!une!fois!activées,!
clivent!des! substrats! au!niveau!de! résidus!d’acide! aspartique! (Adams!et! al.! 2004;!Wang!and!Youle!
2009).!!
Deux!mécanismes!de!perméabilisation!de! la!membrane!externe! sont!proposés.! Le!premier!
consiste!en!l’ouverture!d’un!canal,!le!pore!de!transition!de!perméabilité!(PTP),!localisé!au!niveau!de!
sites! de! contact! entre! membrane! externe! et! membrane! interne! mitochondriale.! Cette! ouverture!
conduit!à!une!entrée!d’eau!et!de!petits!solutés!au!sein!de!la!matrice!qui!provoque!la!dilatation!de!ce!
compartiment,!aboutissant!à!la!rupture!de!la!membrane!externe,!avec!pour!effet!la!libération!des!!
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Figure!8!–!L’apoptose!par!la!voie!mitochondriale!
Le! mécanisme! clé! de! ce! processus! est! la! perméabilisation! de! la! membrane! externe!
mitochondriale! (Mitochondrial! Outer! Membrane! Permeabilization,! MOMP).! Les! facteurs! pro=
apoptotiques!de!la!famille!de!Bcl=2,!Bax!et!Bak,!sont!impliqués!dans!ce!phénomène.!En!l’absence!
de! signaux! apoptotiques,! ces! molécules! sont! inhibées! par! les! acteurs! anti=apoptotiques! de! la!
famille! Bcl=2.! Les! protéines! BH3=only! activent! l’apoptose! par! inhibition! des! molécules! anti=
apoptotiques!et! l’activation!des! protéines!Bax! et! Bak.! La!perméabilisation!de! la!membrane!par!
ces!agents!pro=apoptotiques!induit!le!relargage!de!différentes!molécules!comme!le!cytochrome!c!
(cyt! c).! Une! fois! dans! le! cytosol,! le! cyt! c! s’associe! avec! APAF=1! pour! former! l’apoptosome,! un!
complexe!responsable!du!recrutement!et!de!l’activation!des!caspases!initiatrices!9,!qui!à!leur!tour!
activent! les! caspases! effectrices! 3! et! 7.! Les! protéines! IAP! inhibent! l’activation! des! caspases!
effectrices.!Ces!molécules!sont!elles=mêmes!inhibées!par!les!protéines!pro=apoptotiques!Smac!et!
Omi,!localisées!initialement!dans! l’espace!intermembranaire!mitochondrial!et!relarguées!dans! le!
cytosol.!!
Source&:&Spierings&D.&et&al.,&2005.!
!
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protéines! de! l’espace! inter=membranaire! dans! le! cytosol.! Le! deuxième! mécanisme! implique! la!
formation!d’un!pore!au!niveau!de! la!membrane!externe!par!deux!membres!pro=apoptotiques!de! la!
famille!Bcl=2,!Bax! et! Bak! (Antignani!and!Youle!2007;!Grimm!and!Brdiczka!2007).!Alors!que!Bak!est!
constitutivement! ancrée! à! la! membrane! externe! mitochondriale! (Wei! et! al.! 2000),! Bax! est!
principalement! présente! sous! forme! monomérique! dans! le! cytosol! ou! faiblement! associée! à! la!
membrane! externe.! Après! une! étape! d’activation,! Bax! s’insère! dans! la! membrane! externe!
mitochondriale! (Billen! et! al.! 2008;! Wolter! et! al.! 1997),! et! ces! molécules! pro=apoptotiques!
s’oligomérisent!et!induisent!la!formation!de!pores.!La!formation!de!ces!pores!conduit!à!la!libération!
de!différents!facteurs!pro=apoptotiques!dont!le!cytochrome!c,!Smac/Diablo,!AIF!et!l’endonucléase!G!
(endoG).! Le! cytochrome! c! libéré! s’associe! avec! du! dATP! et!Apaf;1! (Apoptosis! protease;activating!
factor!1)!dans!le!cytosol!pour!constituer!le!cœur!d’un!complexe!multi=proteique,!l’apoptosome!(Riedl!
and!Salvesen!2007).!Ce!complexe!conduit!au!recrutement!et!à! l’auto=activation!de! la!caspase!9!qui!
active! à! son! tour! les! caspases! effectrices! 3! et! 7.! Smac/Diablo! (Second! mitochondrial! activator! of!
caspases/Direct! IAP! binding! protein! of! low! PI)! interagit! dans! le! cytosol! avec! des! inhibiteurs! de!
caspases,! les! IAP! (Inhibitors! of!Apoptosis! Proteins)! (Vaux! and! Silke! 2003).! Cette! interaction! a!pour!
effet!de! titrer! l’activité! inhibitrice!des! IAPs!et!de! favoriser!ainsi! l’activation!des!caspases! (Vaux!and!
Silke! 2003).! AIF! (Apoptosis! Inducing! Factor),! une! fois! libéré,! est! transloqué! dans! le! noyau! pour!
participer! à! la! condensation! et! à! la! fragmentation! de! la! chromatine! (Susin! et! al.! 1996,! 1999).!
Néanmoins,! la! contribution!d’AIF!dans! la!mort! cellulaire!pourrait!dépendre!des! types! cellulaires!et!
des!stimuli!apoptotiques!utilisés.!L’endonucléase!G!est!également!adressée!au!noyau!où!elle!induit!la!
fragmentation!de!l’ADN!!indépendamment!des!caspases!(Li!et!al.!2001;!Van!Loo!et!al.!2001).!
I. 3. 3. Les autres fonctions mitochondriales 
! Les!mitochondries!ont!un!rôle!central,!avec! le! réticulum!endoplasmique,!dans! la! régulation!
de!l’homéostasie!calcique.!Ces!organites!permettent!un!contrôle!fin!de!la!concentration!en!calcium!
du!cytosol!(Kaufman!and!Malhotra!2014).!L’accumulation!du!calcium!dans!la!matrice!mitochondriale!
est!permise!grâce!au!canal!uniport!MCU!(Mitochondrial!Calcium!Uniporter)!et!nécessite!un!potentiel!
de!membrane!mitochondrial!élevé!(Niescier!et!al.!2013;!Thayer!and!Miller!1990).!Le!calcium!localisé!
dans!la!matrice!régule!les!fonctions!mitochondriales!en!participant!à!la!production!d’ATP,!au!contrôle!
oxydo=réducteur! (redox)! et! à! l’apoptose! (Brookes! et! al.! 2004).! Des! élévations! de! concentration!
calcique! mitochondriale! stimulent! l’activité! des! déshydrogénases! du! cycle! de! Krebs! et! celles! des!
complexes! IV! et! V! de! la! chaîne! respiratoire! (Denton! and!McCormack! 1980;! Hansford! et! al.! 1989;!
Territo!et!al.!2000).!!
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La!β;oxydation!est!une!autre!voie!métabolique!importante!dans!la!matrice!mitochondriale!et!
aboutit!notamment!à!la!production!d’acétyl=CoA,!de!NADH,!H+,!et!principalement!de!FADH2!(Kerner!
and! Hoppel! 2000).! Ces!métabolites! peuvent! être! utilisés! par! le! cycle! de! Krebs! ou! directement! au!
niveau!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!!
Les! mitochondries! participent,! avec! le! réticulum! endoplasmique,! à! la! biosynthèse! des!
hormones! stéroïdiennes! à! partir! du! cholestérol! grâce! à! des! cytochromes! P450! dans! la! matrice!
mitochondriale.! La! nature! du! stéroïde!dépend!de! la! glande! endocrine! qui! le! produit! (testostérone!
dans! le! testicule,! progestérone! et! œstradiol! dans! l’ovaire,! cortisol! ou! aldostérone! dans! la! glande!
surrénale)!(Midzak!et!al.!2011).!!
Le! cycle! de! l’urée! permet! de! dégrader! les! acides! aminés! (dans! les! hépatocytes)! par! une!
succession! de! quatre! réactions! enzymatiques.! La! première! réaction! a! lieu! dans! la! matrice!
mitochondriale! et! aboutit! à! la! production! de! citrulline,!molécule! qui! est! ensuite! exportée! dans! le!
cytosol!pour!être!totalement!catabolisée!(Enns!2008).!!
La! mitochondrie! participe! également! à! la! synthèse! de! l’hème! (moelle! osseuse! et! foie),!
élément! essentiel! au! groupe! prosthétique! présent! dans! de! nombreuses! protéines,! comme!
l’hémoglobine! et! le! cytochrome! c.! Tout! comme! pour! le! cycle! de! l’urée,! une! partie! des! réactions!
enzymatiques!a!lieu!dans!le!cytosol!(Chung!et!al.!2012).!!
I. 4. Biogenèse mitochondriale 
La! biogenèse!mitochondriale! est! un! processus! clef! qui! contrôle! la!masse! et! donc! régule! la!
fonction!mitochondriale! (Hood! 2001;! Yao! and! Brinton! 2012).! La! biogenèse!mitochondriale! débute!
par!une!augmentation!de!la!surface!membranaire!à!l’aide!d’un!recrutement!accru!en!phospholipides!
et! se! poursuit! par! la! synthèse! et! l’adressage! des! différentes! protéines! dans! l’ensemble! des!
compartiments! sub=mitochondriaux.! Etant! donnée! l’origine! mixte! des! protéines! mitochondriales,!
une! coordination! étroite! entre! l’expression! du! génome!mitochondrial! et! du! génome! nucléaire! est!
nécessaire! pour! contrôler! finement! la! biogenèse! mitochondriale! en! fonction! des! conditions!
physiologiques.! Ainsi,! la! cellule! est! capable! d’adapter! ses! capacités! énergétiques! et! ses! fonctions!
mitochondriales! en! réponse! aux! stimuli! tels! que! l’activité! physique,! la! restriction! calorique,!
l’exposition!au!froid,!la!présence!de!facteurs!hormonaux!ou!de!croissance!(Hock!and!Kralli!2009)!puis!
également!au!cours!du!développement!en!fonction!du!cycle!cellulaire!et!de!l’état!de!prolifération!des!
cellules!(Arakaki!et!al.!2006).!
! !
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Figure!9!–!La!biogenèse!mitochondriale!
(A)!Représentation!schématique!du!contrôle!de! la!biogenèse!mitochondriale!par! les!facteurs!de!
transcription! nucléaires! NRF=1! et! NRF=2! (GABP).! Les! NRFs! contribuent! de! manière! directe! ou!
indirecte! à! la! transactivation!de! gènes! impliqués! dans! la! chaîne! respiratoire!mitochondriale,! la!
transcription! et! la! réplication! de! l’ADN! mitochondrial,! et! plus! récemment! dans! la! machinerie!
d’import!des!protéines!mitochondriales!(TOM/TIM).!(B)!Représentation!schématique!des!voies!de!
signalisation! impliquées! dans! la! biogenèse!mitochondriale! induite! par! le! co=facteur! PGC=1α.! La!
transcription!du!gène!codant!PGC=1α!est! induite!par! le!facteur!de! transcription!CREB,! lui!même!
activé!en!réponse!au!froid!(thermogenèse),!au!jeûne!(néoglucogenèse)!ou!à!l’exercice.!
Source&:&Scarpulla&RC.,&2008.!
!
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Le! génome! nucléaire! contribue! à! l’expression! de! plus! de! 1500! protéines! mitochondriales!
(Calvo! et! al.! 2006;! Scarpulla! 2008).! Leur! expression! est! régulée! par! les! facteurs! de! transcription!
NRF=1! et! NRF=2! (Nuclear! Respiratory! Factor! 1! et! 2),! ERRα! (Estrogen=Related! Receptor)! et! PPARγ!
(peroxisome! proliferator=activated! receptor! γ),! et! par! une! famille! de! co=activateurs,! les! PGC=1!
(peroxisome!proliferator=activated!receptor!γ=coactivator=1),!tels!que!PGC=1α,!PGC=1β!et!PRC!(PGC=1!
related!coactivator).!!
Les!NRFs!(NRF=1!et!NRF=2),!couplés!au!co=facteur!PGC=1α,!sont!des!facteurs!de!transcription!
qui!régulent!notamment!la!coordination!entre!le!génome!nucléaire!et!mitochondrial.!Ils!permettent!
entre! autre! la! transactivation! de! gènes! responsables! de! l’expression! de! sous=unités! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale! (ATP! synthase!β,! COX! II! et! IV,! cytochrome! c)! (Wu!et! al.! 1999)! et! de! la!
réplication!et!la!transcription!de!l’ADN!mitochondrial!(TFAM,!TFB1M!et!TFB2M)!(Gleyzer!et!al.!2005)!
(Figure!9).!!
Les!ERRs!(ERR=α,!ERR=β!et!ERR=γ)!sont!des!récepteurs!nucléaires!orphelins!constitutivement!
actifs!qui!se!fixent!sur!des!régions!promotrices!ERRE!(ERR!response!Element)!sous!forme!de!mono=,!
homo=!ou!hétéro=dimères.!L’œstrogène!est!également!un!ligand!des!récepteurs!ERRs,!ainsi!que!TFIIB!
qui!permet!la!liaison!des!ARN!polymérases!au!récepteur.!ERR=α!est!exprimé!de!façon!ubiquitaire,!et!
constitue! la! forme! majoritaire.! Il! contrôle! à! la! fois! les! gènes! impliqués! dans! la! biogenèse!
mitochondriale!(Wu!et!al.!1999)!et!la!phosphorylation!oxydative!(Mootha!et!al.!2004)!(Figure!9).!!
La! famille! des! PGC;1! est! très! fortement! représentée! dans! des! cellules! avec! une! activité!
oxydative!importante,!plus!particulièrement!le!co=facteur!PGC=1α!exprimé!dans!le!cœur,!les!muscles!
squelettiques,! le!rein,! le! foie,! le!pancréas,! le!cerveau!et! le! tissu!adipeux!brun!(Larrouy!et!al.!1999).!
PGC=1α&permet!de!moduler! de!nombreuses! cascades! de! signalisation,! depuis! la! transcription! et! la!
réplication! de! l’ADN! mitochondrial! et! nucléaire,! jusqu’à! l’expression! de! protéines! de! la! chaîne!
respiratoire! et! la! réponse! au! stress! oxydant! (Figure! 9).! Ce! facteur! intervient! notamment! dans!
l’adaptation! du! métabolisme! mitochondrial! en! fonction! de! diverses! situations! physiologiques!
(naissance,! exposition! au! froid! et! exercice! physique).! La! thermogenèse! adaptative! en! réponse! au!
froid! entraîne,! dans! le! tissu! adipeux! brun,! une! augmentation! du! nombre! de! mitochondries,!
l’augmentation!de!la!respiration!mitochondriale!et!l’induction!du!découplage!de!la!respiration.!Dans!
le!muscle,!consécutivement!à!un!exercice,!et!dans!le!cœur,!après!la!naissance,!l’augmentation!de!la!
biogenèse!mitochondriale!et!de!la!respiration!mitochondriale!s’accompagnent!d’une!synthèse!accrue!
d’ATP.!Les!niveaux!d’ARNm!de!PGC=1α!sont!augmentés!dans!ces!deux!situations!suggérant!un! rôle!
central! de! cette! protéine! dans! la! régulation! des! fonctions! mitochondriales! (Lehman! et! al.! 2000;!
Puigserver!et!al.!1998;!Russell!et!al.!2003).!PGC=1α!apparaît!comme!un!gène!clé!dans!la!mise!en!place!!
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Figure! 10! –! Le! réseau! mitochondrial!
dynamique!!
(A)! La! morphologie! des! mitochondries! est!
variable,! de! filaments! plus! ou! moins!
interconnectés! à! des! entités! sphériques,!
suivant! le! type! cellulaire,! les! stress!
exogènes,! l’état!de!différentiation,! la!phase!
du! cycle! cellulaire! et! les! substrats!
disponibles! (métabolisme).! (B)! Imagerie! en!
temps!réel!des!évènements!de!fusion!et!de!
fission!des!mitochondries! dans! des! cellules!
MEFs.! En! «!jaune!»! :! fusion! de! deux!
mitochondries!(une!verte!et!une!rouge).!
Source&:&(A)&Collins&et&al.,&2002,&Mitra&et&al.,&
2009,& Voccoli& et& al.,& 2009,& Tondera& et& al.,&
2009,&Karbowski&et&al.,&2003&et&Liesa&et&al.,&
2013.&(B)&Chan&DC.,&2012.&&!
!
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d’un! programme! transcriptionnel! lié! au! métabolisme! énergétique! mitochondrial.! Sur! le! plan!
physiopathologique,! une! diminution! de! l’expression! de! PGC=1α! dans! les! muscles,! le! cœur! et! le!
cerveau! pourrait! contribuer! respectivement! au! développement! d’un! diabète! de! type! 2,! d’une!
insuffisance!cardiaque!et!d’une!maladie!neurodégénérative!comme!la!maladie!d’Alzheimer!(Garnier!
et!al.!2003;!Mootha!et!al.!2003;!Patti!et!al.!2003;!Pedros!et!al.!2014).!
I. 5. La dynamique mitochondriale 
La!morphologie!des!mitochondries!est!dynamique!et!variable! car!elle!est!modulée! selon! le!
type!cellulaire!et!l’état!métabolique!de!la!cellule.!Lors!de!leur!découverte,!il!y!a!une!centaine!d’année,!
les!mitochondries!ont!été!décrites!en!forme!de!«!filaments!»!et!de!«!grains!».!Ces!premières!analyses,!
qui!ont!été!confirmées!par!la!suite!grâce!aux!progrès!de!l’imagerie!et!de!la!microscopie,!témoignent!
bien!de!l’hétérogénéité!morphologique!de!cet!organite.!Les!mitochondries!peuvent!en!effet!former!
un! réseau! de! filaments! plus! ou! moins! longs! et! interconnectés! (cellules! HeLa,! cardiomyocytes,!
S.pombe& et! S.cerevisiae)! ou! apparaître! sous! forme! d’entités! isolées! (fibroblastes! embryonnaires!
murins,! hépatocytes),! voire! présenter! une!morphologie!mixte! (ostéosarcome)! (Collins! et! al.! 2002;!
Guillou! et! al.! 2005;! Kuznetsov! and!Margreiter! 2009;! Kuznetsov! et! al.! 2009;! T! Landes! et! al.! 2010;!
Margineantu!et!al.!2002)!(Figure!10).!
La!distribution!et!la!mobilité!des!mitochondries!sont!sous!la!dépendance!d’une!composante!
extrinsèque!:!le!réseau!de!microtubules!et!d’actine!et!les!machineries!de!transport!associées!(DePina!
and!Langford!1999;!Ligon!and!Steward!2000;!Schwarz!2013).!De!plus,!leur!morphologie!est!modulée!
par!des!évènements!de!fusion!et!de!fission!perpétuels!qui!représentent!la!composante!intrinsèque!:!
la! dynamique! mitochondriale.! Lorsque! les! évènements! de! fission! prédominent,! le! réseau!
mitochondrial!apparaît!fragmenté.!À!l’inverse,!si!la!force!de!fusion!est!majoritaire,!les!mitochondries!
forment! un! réseau! tubulaire! et! interconnecté! (Figures! 10! et! 11).! Les! mitochondries! peuvent!
fusionner!de! façon! transitoire!ou! complète.! La! fusion!dite! transitoire! («!kiss! and! run!»),! suivie! très!
rapidement! par! des! phénomènes! de! fission,! est! due! à! des! interactions! latérales! entre! des!
mitochondries!associées!à!des!microtubules!distincts!qui!vont!échanger!rapidement!et!partiellement!
des! éléments! solubles,! sans! affecter! la! morphologie! mitochondriale! (Liu! and! Hajnóczky! 2009).! À!
l’inverse,! la! fusion! «!complète!»! de! mitochondries! se! déplaçant! l’une! vers! l’autre! le! long! d’un!
microtubule!autorise! le!mélange!de!tous! les!composants!mitochondriaux!et!affecte! la!morphologie!
mitochondriale.!
Vers! la! fin!des!années!1990,!des! cribles!génétiques! réalisés! chez!Saccharomyces&Cerevisiae!
ont!permis!d’identifier!les!premiers!protagonistes!de!la!dynamique!mitochondriale.!Il!s’agit!de!!
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Figure!11!–!Acteurs!protéiques!de!la!fusion!et!de!la!fission!mitochondriale,!chez!l’homme!
(A)! Les! acteurs! protéiques! de! la! fusion! et! de! la! fission.! (B)! La! fusion! est! enclenchée! par! les!
Mitofusines! (MFN)! 1! et! 2! au! niveau! de! la! membrane! externe! mitochondriale.! Une! fois! les!
membranes!de!deux!mitochondries!fusionnées,!OPA1!permet! la!fusion!des!membranes! internes!
de! l’organelle.! La! fission! débute! par! le! recrutement! de! DRP1,! une! protéine! majoritairement!
cytosolique,! au! niveau! des! récepteurs! Mff,! MiD49,! MiED51/MIEF! et/ou! Fis1! (hFis1).! DRP1!
oligomérise! et! permet! par! action! mécanique! la! courbure! des! membranes! et! enfin! la! fission!
complète!des!mitochondries.!!
Source&:&Chan&DC.,&2012.&&!
!
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grandes!GTPases!conservées!chez!les!eucaryotes!au!cours!de!l’évolution,!appartenant!à!la!famille!des!
dynamines.! Ces! dernières! sont! divisées! en! 3! groupes,! les! dynamines! classiques,! les! dynamines!
apparentées!et! les!protéines!apparentées!à!GBP,!et!possèdent!des!domaines!protéiques!conservés.!
Les!acteurs!de! la!dynamique!mitochondriale!sont!des!«!dynamines!apparentées!»!et!présentent!en!
commun!le!domaine!GTPase!(faible!affinité!pour!le!GTP!et!forte!capacité!à!hydrolyser!ce!nucléotide),!
le!domaine!«!Middle!»!(site!d’interaction!protéine=protéine)!et! le!domaine!GTPase!Effector!Domain!
GED! (interaction! avec! les! domaines! GTPase! et! Middle! et! oligomérisation! de! la! dynamine! pour!
stimuler!son!activité!GTPase)!(Praefcke!and!McMahon!2004;!Smirnova!et!al.!1999).!
I. 5. 1. La fission mitochondriale : les acteurs et la mécanistique  
• Les acteurs essentiels 
L’acteur!majeur!de!la!fission!mitochondriale!est!la!GTPase!DRP1!(Dynamin=Related!Protein!1)!
pour! les!mammifères.!Dnm1p! et!Dlp1p! sont! les! orthologues! respectifs! chez! la! levure! et! le! vers!C.&
Elegans.!DRP1!est!une!protéine!soluble,!localisée!principalement!dans!le!cytoplasme,!qui!possède!un!
domaine!GTPase!N=terminal,! un!domaine!Middle!et!un!domaine!GTPase!Effector!Domain! (GED)!C=
terminal,! impliqué! dans! l’auto=assemblage! de! la! dynamine! (Chan! 2012;! Praefcke! and! McMahon!
2004)! (Figure! 11).! La! fixation! du!GTP! à! la! dynamine! serait! suffisante! pour! l’auto=assemblage! de! la!
protéine! et! son! adressage! à! la!mitochondrie! tandis! que! l’hydrolyse! serait! cruciale! pour! finaliser! la!
division!mitochondriale!par!fission!des!membranes!(Cho!et!al.!2013;!Smirnova!et!al.!2001).!!Chez!les!
mammifères,! la! perte! de! la! protéine! DRP1! ou! la! surexpression! de! mutants! dominants! négatifs!
mènent! à! une! hyper=filamentation! des! mitochondries.! Pour! initier! la! fission! mitochondriale,! la!
dynamine! DRP1! doit! être! recrutée! de! manière! ponctuelle! à! la! membrane! externe! (ME)!
mitochondriale! aux! futurs! sites! de! fission! (Labrousse! et! al.! 1999;! Smirnova! et! al.! 2001).! Ce!
recrutement!nécessite!des!acteurs!au!niveau!de!la!membrane!externe.!Ce!mécanisme!est!bien!décrit!
chez!les!levures,!mais!les!rôles!de!ces!acteurs!membranaires!et!leur!importance!restent!encore!mal!
compris!chez!les!mammifères.!!
Chez!les!levures,!Dnm1p!est!recruté!par!Fis1p,!une!protéine!ancrée!à!la!ME!par!un!segment!
transmembranaire! C! terminal! qui! possède! un! domaine! cytosolique! organisé! en! TPR! (Tétratrico=
Peptide!Repeat),!impliqué!dans!les!interactions!avec!des!partenaires!protéiques!(Dohm!et!al.!2004).!
Dnm1p! interagit! préalablement! dans! le! cytosol! avec!Mdv1p,! ce! dernier! va! servir! d’adaptateur! au!
domaine! TPR! de! Fis1p! (Figure! 11).! Une! fois! Dnm1p! recruté,! Fis1p! et! Mdv1p! stimulent!
l’oligomérisation! de! la! dynamine! qui! engendre! la! constriction! des!membranes!mitochondriales! en!
présence!de!GTP.!
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Dans! les! cellules! de! mammifères,! DRP1! est! exprimée! de! manière! ubiquitaire! mais! des!
niveaux!plus!élevés!sont!toutefois!détectés!dans!le!cerveau,!les!muscles!squelettiques!et!les!cellules!
cardiaques!(Smirnova!et!al.!1998).!DRP1!est!sous!forme!dimérique!ou!tétramérique!dans!le!cytosol!et!
s’organise!en!structure!oligomérique!en!«!foci!»!une!fois!recruté!aux!sites!de!fission!à!la!mitochondrie.!
Des! études! récentes! montrent! que! ces! «!foci!»! colocalisent! avec! des! points! de! jonction! entre! la!
mitochondrie! et! le! réticulum! endoplasmique! (Friedman! et! al.! 2011).! Par! extrapolation! du!modèle!
levure,!il!a!été!décrit!que!hFis1!(Fis1!chez!l’humain)!serait!responsable!du!recrutement!de!DRP1!à!la!
membrane! externe.! Cependant,! la! déplétion! de! hFis1! n’affecte! ni! le! rôle! ni! le! recrutement! de! la!
dynamine! (Lee! et! al.! 2004).! Des! nouveaux! acteurs! de! fission,!MFF! (Mitochondrial! Fission! Factor),!
MiD49! (Mitochondrial! Dynamics! 49)! et!MiD51! (Mitochondrial! Dynamics! 51)! ont! été! récemment!
proposés!comme!responsables!de!l’ancrage!de!DRP1!à!la!membrane!externe!(Figure!11).!En!effet,!ces!
protéines!sont!toutes!localisées!à!la!membrane!externe!mitochondriale!et! leur!surexpression!induit!
un!recrutement!massif!de!DRP1,!responsable!de!la!fission!de!l’organite!(Otera!et!al.!2010;!Palmer!et!
al.! 2011).! D’autres! régulateurs! de! la! fission! mitochondriale! ont! été! mis! en! évidence! comme!
l’endophiline! B1,! LRRK2! (Leucine=Rich! Repeat! Kinase! 2),! GDAP1! (Ganglioside=induced!
Differenciation=Associated!Protein!1)!et!sacsin.!L’endophiline!B1!se!comporte!comme!DRP1,!elle!est!
transloquée! à! la! ME! pour! induire! la! fission! mitochondriale! lors! d’un! processus! apoptotique!
(Karbowski! et! al.! 2004).! LRRK2! permet! le! recrutement! de! DRP1! à! la! mitochondrie,! par! des!
mécanismes! mal! connus! à! ce! jour! et! des! mutations! dans! le! gène! codant! cette! protéine! sont!
responsables!de!la!forme!autosomale!dominante!de!la!maladie!de!Parkinson!(PARK8=type)!(Mata!et!
al.! 2006).! GDAP1! entraîne! une! augmentation! de! la! fragmentation! du! réseau! mitochondrial! qui!
dépend!de!DRP1,!lorsqu’elle!est!surexprimée!(Huber!et!al.!2013;!Niemann!et!al.!2005).!Enfin,!sacsin,!
localisée! à! la!mitochondrie,! permet! également! le! recrutement! de! DRP1! et! son! interaction! avec! la!
dynamine!a!été!démontrée!par!des!expériences!d’immunoprécipitation!(Anderson!et!al.!2010;!Girard!
et!al.!2012;!Otera!et!al.!2013).!
• La régulation de DRP1 
L’activité!de!fission!de!DRP1!est!modulée!par!différentes!modifications!post=traductionnelles!
comme!la!phosphorylation,!la!S;nitrosylation,!l’ubiquitylation!et!la!sumoylation.!En!fonction!du!type!
de!résidus!phosphorylé!au!niveau!du!domaine!GED!de!la!dynamine,!l’activité!de!DRP1!est!différente.!
En!effet,!la!phosphorylation!de!la!sérine!616!par!le!complexe!Cdk1/cyclin!B!pendant!la!mitose,!ou!de!
la!sérine!600!par!la!protéine!kinase!1α!dépendante!de!la!calmoduline!(CaMKIα),!induit!une!activation!
de! la! fission! du! réseau! mitochondrial! par! le! recrutement! de! DRP1! à! la! membrane! externe! de!
l’organite! (Han!et!al.!2008;!Taguchi!et!al.!2007).!La!sérine!637!doit!à! l’inverse!être!déphosphorylée!
par!la!calcineurine!pour!constituer!un!signal!de!relocalisation!de!DRP1!à!la!mitochondrie!(Cereghetti!
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et! al.! 2008;! Cribbs! and! Strack! 2007),! alors! que! sa! phosphorylation! par! la! PKA! inhibe! l’activité!
GTPasique!de!DRP1!(Chang!and!Blackstone!2010).!La!morphologie!du!réseau!mitochondrial!peut!être!
modulée!par! la! S=nitrosylation!de!DRP1! sur! la! cystéine!644! (Cys644)!par! l’oxyde!nitrique! (NO),! qui!
permet!une!augmentation!de!l’activité!GTPasique!de!la!protéine!et!sa!dimérisation!(D.=H.!Cho!et!al.!
2009).! L’E3! ubiquitine! ligase!mitochondriale!MARCH=V! aurait! un! rôle! pro=fusogène! en! régulant! la!
dégradation! de! DRP1! et! donc! son! recrutement! au! niveau! des! sites! de! fission! de! la! mitochondrie!
(Nakamura! et! al.! 2006).! Récemment,! DRP1! et! hFis1! ont! été! identifiés! comme! des! cibles! de! l’E3!
ubiquitine! ligase! Parkin.! La! surexpression! de! Parkin! induit! la! dégradation! de! DRP1! alors! que! son!
extinction!par!interférence!ARN!est!concomitante!d’une!augmentation!de!la!quantité!de!la!protéine!
de! fission! (H.!Wang! et! al.! 2011).! DRP1! peut! être!mono=sumoylée! par! l’enzyme! de! conjugaison! E2!
Ubc9! (Ubiquitinconjugating! enzyme! 9)! et! par! la! SUMO! E3! ligase! MAPL! (Mitochondrial=Anchored!
Protein!Ligase).!Cette!sumoylation!stabilise!DRP1!et!permet!ainsi!l’activité!de!fission!mitochondriale,!
observée!entre!autres!lors!de!l’apoptose!(Braschi!et!al.!2009;!Harder!et!al.!2004;!Wasiak!et!al.!2007).!
Inversement,! la! désumoylation! de! DRP1! par! SENP5! restaure! une! morphologie! mitochondriale!
normale!(Zunino!et!al.!2007).!
• Existe-t-il une machinerie de fission de la membrane interne ? 
Etant!donné!que!les!protéines!identifiées!jouant!un!rôle!dans!la!fission!mitochondriale!sont!
toutes!associées!à! la!membrane!externe,! il! semblerait!que! la!constriction!de! la!membrane!externe!
entraîne!celle!de!la!membrane!interne.!Cependant,!la!perte!de!l’activité!GTPasique!de!DRP1!chez!C.&
Elegans& entraîne! une! impossibilité! de! fission! de! la! membrane! externe! sans! perturber! celle! de! la!
membrane!interne!(Labrousse!et!al.!1999).!En!outre,!la!fission!des!membranes!externe!et!interne!est!
désynchronisée!dans!des!cellules!HeLa!déficientes!en!endophiline!B1! (Karbowski,! Jeong,!and!Youle!
2004),! ce! qui! suggère! l’existence! d’une! machinerie! de! fission! de! la! membrane! interne.! Certains!
travaux! ont! identifié! la! protéine!MTP18,! localisée! au! niveau! de! la!membrane! interne,! comme! un!
facteur! influençant! la! fission! mitochondriale! (Tondera! et! al.! 2005).! En! effet,! la! surexpression! de!
MTP18! induit! la! fragmentation! des! mitochondries! alors! que! sa! déplétion! entraîne! un! réseau!
hyperfilamenteux.! D’autre! part,! Mdm33p! (Mitochondrial! Distribution! and! Morphology)! chez! la!
levure!et!MTGM!(Mitochondrial!Targeting!GxxxG!Motif)!identifié!dans!différents!types!de!tumeurs!de!
cerveaux! de! patients,! sont! situés! au! niveau!de! la!membrane! interne! et! joueraient! un! rôle! dans! la!
morphologie!mitochondriale!et!la!fission!de!la!membrane!interne!(Messerschmitt!et!al.!2003;!Zhao!et!
al.!2009).!En!dépit!de!ces!observations,!nous!ne!pouvons!pas!encore!définitivement!conclure!quant!à!
l’existence!d’une!machinerie!de!fission!de!la!membrane!interne.!
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I. 5. 2. La fusion mitochondriale : les acteurs et la mécanistique 
Contrairement!à! la! fission!mitochondriale,! les!deux!machineries!de! fusion!des!membranes,!
externes!et! internes,!ont!été! identifiées.! Les!Mitofusines!1!et!2! sont! responsables!de! la! fusion!des!
membranes!externes!et!la!protéine!OPA1!des!membranes!internes!(Figure!11).!Les!fonctions!d’OPA1,!
notamment! son! rôle! dans! la! régulation! de! la! fusion!mitochondriale,! ne! seront! pas! exposées! dans!
cette!partie!mais!feront!l’objet!d’un!chapitre!abordé!en!détails!dans!la!partie!suivante.!
• Les acteurs essentiels de la membrane externe : les Mitofusines 1 et 2 
Les!Mitofusines!1!et!2!(MFN)!sont!des!dynamines!(mammifères)!responsables!de!la!fusion!de!
la!membrane!externe!des!mitochondries! (Chen!et!al.! 2003;!Eura!et!al.! 2003;!Hoppins!2014;! Santel!
and!Fuller!2001).!Elles!possèdent!un!homologue!Fzo1p!chez!la!levure!S.&Cerevisiae!(Fritz!et!al.!2001;!
Rojo!et! al.! 2002).! Les!Mitofusines! sont! constituées!d’un!domaine!GTPase!N=terminal,! d’une! région!
coiled=coil!HR1!(Heptad!Repeat!1),!de!deux!domaines!transmembranaires!permettant!l’ancrage!à!la!
membrane!externe!et!d’une!dernière!région!coiled=coil!HR2!C=terminale!(Rojo!et!al.!2002;!Santel!and!
Fuller! 2001).! Les! Mitofusines! sont! ancrées! à! la! membrane! externe! par! deux! domaines!
transmembranaires!et! leurs!extrémités!C!et!N=terminales! font! face!au!cytosol! (Hermann!and!Shaw!
1998;!Rojo!et!al.!2002).!Au!cours!de!la!fusion,!les!Mitofusines!sont!capables!d’interagir!«!en!trans!»!
de! manière! homotypique! ou! hétérotypique! grâce! à! leurs! domaines! HR2,! permettant! ainsi! le!
rapprochement! des!mitochondries,! étape! indispensable! à! la! fusion! (Chen! and! Chan! 2005;! Detmer!
and! Chan! 2007;! Koshiba! et! al.! 2004).! L’hydrolyse! du! GTP! fournirait! alors! l’énergie! nécessaire! à! la!
fusion!des!deux!membranes!externes!(Chen!et!al.!2003;!Ishihara!et!al.!2004;!Meeusen!et!al.!2004).!La!
perte! de! fonction! de! l’une! ou! des! deux! isoformes! des! Mitofusines! mène! à! la! fragmentation! des!
mitochondries!(Chen!et!al.!2003).!Cependant,!malgré!une!certaine!forme!de!redondance,!il!existe!des!
différences!notables!entre!MFN1!et!MFN2.!Tout!d’abord,!au!niveau!de! leur!expression! :!MFN2!est!
essentiellement!exprimée!dans!le!cœur,!les!muscles!squelettiques!et!le!cerveau,!alors!que!MFN1!est!
exprimée!de!façon!équivalente!dans!tous!les!tissus!(Santel!et!al.!2003).!La!perte!de!MFN1!conduit!à!
des!mitochondries! sphériques! de! taille! homogène,! qui! sont! libres! dans! le! cytosol.! À! l’inverse,! les!
mitochondries! dépourvues! en! MFN2! sont! sphériques! et! de! taille! hétérogène! (Chen! et! al.! 2003).!
D’autre! part,! la! forme! recombinante! de!MFN1!possède!une! activité!GTPasique!plus! importante! et!
une!affinité!pour!le!GTP!plus!faible!que!celle!de!MFN2!(Ishihara!et!al.!2004).!Contrairement!à!MFN1,!
une!petite!fraction!de!MFN2!est!présente!aux!points!de!contact!entre!la!mitochondrie!et!le!réticulum!
endoplasmique!et!sa!perte!de!fonction!induit!des!perturbations!de!morphologies!des!deux!organites!!
(De!Brito!and!Scorrano!2008;!Merkwirth!and!Langer!2008).!!
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• La régulation des Mitofusines 
L’activité!des!Mitofusines!est!régulée!par!interaction!avec!les!protéines!de!la!famille!Bcl=2.!En!
effet,! la! protéine! pro=apoptotique! Bax! est! colocalisée! avec! MFN2! et! participe! à! la! fragmentation!
apoptotique!des!mitochondries!(Karbowski!et!al.!2002).!Cependant,!ces!protéines!interviennent!aussi!
dans!le!processus!de!fusion!dans!des!conditions!non!apoptotiques!:!la!forme!inactive!de!Bak!s’associe!
avec! MFN2! et! stimule! ainsi! son! activité.! La! perte! de! cet! agent! pro=apoptotique! induit! une!
perturbation! de! la! distribution! de! la! dynamine! (Hoppins! 2014;! Karbowski! et! al.! 2007).! De! plus,!
d’autres! protéines! de! la! famille! Bcl=2,! les! facteurs! anti=apoptotiques!Bcl;xL! et! Bcl;2,! interviennent!
également!dans! la! fusion!mitochondriale!par! interaction!physique!avec!MFN2! (Delivani!and!Martin!
2006).!!
Trois!autres!partenaires!des!Mitofusines!ont!été! identifiés! :!MIB,!MARCH;V!et!Parkin.!MIB!
(Mitofusin! Binding! Protein),! une! protéine! de! la! superfamille! des! déshydrogénases! réductases,! est!
principalement! présente! dans! le! cytosol! et! peut! s’associer! à! la!mitochondrie! par! intéraction! avec!
MFN1!et!MFN2!(Eura!et!al.!2006).!MIB!régule!négativement!l’activité!des!Mitofusines!et!inhibe!donc!
la!fusion!mitochondriale.!MARCH5,!une!E3=ubiquitine!ligase!mitochondriale!de!la!membrane!externe!
responsable! de! l’ubiquitination! de! Drp1! et! Fis1,! interagit! également! avec!MFN2! (Nakamura! et! al.!
2006).! MARCH5! semble! donc! avoir! un! rôle! crucial! dans! la! régulation! de! la! morphologie!
mitochondriale!en!agissant!à!la!fois!sur!des!acteurs!de!fission!et!de!fusion!mitochondriale.!Enfin,!l’E3!
ubiquitine!ligase!Parkin!participe!à!la!dégradation!des!MFN1!et!2!(N.!C.!Chan!and!Chan!2011;!Gegg!et!
al.!2010).!
L’expression! du! gène! MFN2! est! sous! la! dépendance! de! facteurs! de! transcription! et! de!
coactivateurs! transcriptionnels! impliqués! dans! la! biogenèse!mitochondriale.! PGC1α! et! β! induisent!
l’expression! du! gène!MFN2! en! co=activant! le! facteur! de! transcription! ERRα! et! en! se! fixant! sur! la!
séquence!promotrice!de!MFN2!(Cartoni!et!al.!2005;!Liesa!et!al.!2008;!Soriano!et!al.!2006).!Ces!voies!
de! régulation! transcriptionnelle! sont! donc! impliquées! non! seulement! dans! la! biogenèse! mais!
également!dans!la!régulation!de!la!fusion!mitochondriale.!
• Et les lipides ? 
Enfin,! la! fusion! des! membranes! mitochondriales! requiert! également! un! profil! lipidique!
particulier.!En!effet,! la!composition! lipidique!de! la!membrane!peut!affecter! l’efficacité!de! la!fusion,!
comme! la! formation! de! micro=domaines! qui! facilitent! la! liaison! et! l’assemblage! des! complexes!
protéiques! nécessaire! pour! engendrer! ce! processus.! La! mitoPLD! (Mitochondrial! PLD)! est! une!
phospholipase!D!mitochondriale! qui! permet! la!modification! in& vitro&et! in& vivo&du!profil! des! lipides!
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mitochondriaux! avec! une! diminution! de! la! quantité! de& cardiolipine! hydrolysée! en! acide!
phosphatidique,!permettant!la!fusion!des!mitochondries!dépendante!des!MFNs!(Choi!et!al.!2006).!Du!
fait!de! son! rôle! sur! les! lipides,! la&mitoPLD!modifierait! la! composition!et! la! courbure!des!bicouches!
lipidiques!les!rendant!plus&aptes!à!la!fusion!des!membranes!mitochondriales!(Furt!and!Moreau!2009;!
Wickner!and!Schekman!2008).!
I. 5. 3. La fusion des membranes externes et internes : un phénomène couplé ? 
Bien!que!la!fusion!des!membranes!externes!et!internes!se!réalise!de!manière!indépendante!
(Malka!et!al.!2005;!Meeusen,!McCaffery,!and!Nunnari!2004),! ces!phénomènes!ont! lieu!de!manière!
synchronisée!(Meeusen!et!al.!2006;!Song!et!al.!2009).!Chez! les! levures!S.&Cerevisiae&et!S.&Pombe,! la!
protéine!Ugo1p,! ancrée! dans! la!membrane! externe,! coordonne! la! fusion! des! deux!membranes! en!
jouant! le! rôle! d’adaptateur! qui! stabilise! l’intéraction! entre! Fzo1p! (orthologue! des!Mitofusines)! et!!
mgm1p!(orthologue!d’OPA1)!(Hoppins!2014;!Sesaki!and!Jensen!1999).!Des!mutations!de!la!protéine!
Ugo1p!induisent!un!défaut!de!fusion!des!membranes!mitochondriales!internes!et!externes!(Hoppins!
and!Nunnari!2009).!En!dépit!du!fait!qu’aucun!homologue!de!cette!protéine!n’a!été!mis!en!évidence!
chez! les! mammifères,! la! synchronisation! des! «!deux! fusions!»! semble! être! conservée! chez! les!
eucaryotes! supérieurs.!Cette!hypothèse!est! renforcée!par! les! travaux!de!notre!équipe!démontrant!
que! les! protéines! OPA1! et! les! Mitofusines! font! partie! d’un! même! complexe! protéique! dans! des!
cellules!HeLa!(Guillery!et!al.!2008).!De!plus,!le!rôle!fusogène!d’OPA1!n’est!possible!qu’en!présence!de!
MFN1!(Cipolat!et!al.!2004).!
I. 5. 4. Les (dys)fonctions de la dynamique mitochondriale et modèles animaux 
I. 5. 4. 1. Les fonctions de la dynamique mitochondrial, un bref aperçu 
Outre! son! rôle! dans! le! contrôle! de! la! morphologie! des! mitochondries,! la! dynamique!
mitochondriale! influence! différentes! fonctions! de! l’organite,! phénomène! largement! décrit! dans! la!
littérature! (Chan! 2012;! Detmer! and! Chan! 2007;! Jayashankar! and! Rafelski! 2014;! McBride! and!
Scorrano!2013;!Palikaras!and!Tavernarakis!2014).!La!dynamique!mitochondriale!n’étant!pas! le!sujet!
d’étude!de!ma!thèse,! je!n’aborderai!que!brièvement! les! fonctions!associées!à!ce!mécanisme.! Il!est!
clairement! établi! dans! les! levures! S.& Cerevisiae! et! S.& Pombe! que! la! fragmentation! du! réseau!
mitochondrial! induite! par! l’inactivation! de! l’un! des! acteurs! de! la! fusion! (Fzo1p,! Ugo1p! ou!!
mgm1p/Msp1p)!s’accompagne!de!la!perte!du!génome!mitochondrial!(Diot!et!al.!2009;!K.!Guan!et!al.!
1993;!Guillou!et!al.!2005;!Hermann!and!Shaw!1998;!Jones!and!Fangman!1992;!Meeusen!et!al.!2006;!
Pelloquin!et!al.!1999;!Sesaki!and! Jensen!1999;!Wong!et!al.!2003;!Zick!et!al.!2009).! La!déplétion!ou!
délétion! de! l’ADNmt! a! également! été! trouvée! dans! des! modèles! mammifères! invalidés! pour! les!
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protéines! de! fusion! Mitofusines! et! OPA1,! ou! la! protéine! de! fission! DRP1! (Chen! and! Chan! 2010;!
Parone! et! al.! 2008).! Ces! observations! laissent! supposer! l’existence! de! liens! très! étroits! entre! le!
processus!de!dynamique!mitochondriale!et!le!maintien!de!l’ADNmt.!!
Au! cours! de! l’apoptose,! dans! plusieurs! types! cellulaires,! le! réseau! mitochondrial! se!
fragmente!de!manière!DRP1!dépendante!(Arnoult!et!al.!2005;!Breckenridge!et!al.!2003;!Frank!et!al.!
2001;! Sugioka! et! al.! 2004).! Le! modèle! actuellement! proposé! est! un! lien! entre! la! dynamique!
mitochondriale! et! l’apoptose!:! la! fission! rend! les! cellules! plus! sensibles! à! l’apoptose! alors! qu’à!
l’inverse,! les! cellules! sont! plus! résistantes! lors! de! l’augmentation! de! la! fusion! mitochondriale! (C.!
Wang!and!Youle!2009).!
De! nombreuses! études! ont! révélé! l’importance! des! acteurs! de! fusion! de! la! dynamique!
mitochondriale!sur!la!phosphorylation!oxydative.!La!diminution!de!la!quantité!protéique!de!MFN2!et!
OPA1! in& vitro! entraîne! un! défaut! de! respiration! cellulaire,! la! baisse! des! capacités! respiratoires!
conduite!par!les!complexes!I,!III!et!IV!et!une!chute!du!potentiel!de!membrane!(H.!Chen,!Chomyn,!and!
Chan! 2005a;! Pich! et! al.! 2005).! Perturber! la! fusion! mitochondriale! altèrerait! donc! le! métabolisme!
énergétique.!Réciproquement,!les!mitochondries!filamenteuses!seraient!plus!énergétiques!(Jakobs!et!
al.! 2003;! Rossignol! et! al.! 2004;! Skulachev! 2001).! L‘existence! d’un! processus! d’hyperfilamentation!
mitochondriale! en! réponse! à! différents! stress! (SIMH)! a! été! mis! en! évidence! par! l’équipe! de! JC!
Martinou!(Tondera!et!al.!2009).!La!SIMH,!qui!dépend!d’OPA1!et!de!MFN1,!confèrerait!une!résistance!
accrue!aux!cellules!face!à!un!stress!grâce!à!une!élévation!de!la!production!en!ATP.!Cette!élongation!
permettrait,!dans! le!cas!d’un!stress!nutritionnel,!d’empêcher! la!dégradation!des!mitochondries!par!
mitophagie!(Gomes!et!al.!2011).!!
La!mitophagie,!ou! l’autophagie!des!mitochondries,! joue!un!rôle!d’entretien!de! la!cellule!en!
maintenant!un!«!contrôle!qualité!»!par!le!renouvellement!des!organites!et!en!dégradant!les!agrégats!
protéiques! (Kim! et! al.! 2007;! Nakai! et! al.! 2007).! La! fission! des! mitochondries! permet! d’isoler! une!
partie!endommagée!du!chondriome!afin!de!le!conduire!à!la!dégradation!(Twig!et!al.!2008).!La!fusion!
jouerait!également!un!rôle! important!dans! le!contrôle!qualité!des!mitochondries,!en!permettant! le!
mélange!du! contenu!d’une!mitochondrie! intacte! avec!une!mitochondrie! faiblement! endommagée.!
Ainsi,! cette! fusion! entre! les! mitochondries! permettrait! de! complémenter! les! déficiences!
fonctionnelles!de!certaines!d’entre!elles!en!restaurant!des!éléments!manquants!ou!peu!fonctionnels!
par!échange!de!leur!membrane,!de!leurs!contenus!protéiques!et!en!ADNmt.!
I. 5. 4. 2. Les dysfonctions de la dynamique mitochondriale et modèles animaux 
L’importance! fonctionnelle! de! la! dynamique!mitochondriale! est!mise! en! évidence! par! son!
implication! dans! des! maladies! neurodégénératives.! En! effet,! de! façon! surprenante,! alors! que! la!
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dynamique!mitochondriale! est! un! processus! ubiquitaire,! les! seules! pathologies! connues! à! ce! jour!
liées! aux! mutations! de! ses! acteurs! provoquent! des! atteintes! neuronales.! Des! mutations! des!
protéines!de! fusion!MFN2!et!OPA1!provoquent!respectivement! la!maladie!de!Charcot!Marie!Tooth!
de!type!2A!(CMT2A)!et!l’Atrophie!Optique!Dominante!de!type!1!(ADOA=1).!Des!mutations!de!l’acteur!
de!fission!GDAP1!sont!responsables!d’une!forme!4A!de!la!maladie!de!Charcot!Marie!Tooth!(Cuesta!et!
al.!2002;!Pedrola!et!al.!2005)!et!ont!également!été! identifiées!chez!des!patients!atteints!de!CMT2A!
(Cassereau!et!al.!2009).!Un!seul!cas!de!mutation!de!la!protéine!DRP1!a!été!rapporté,!présentant!une!
neuropathie! associée! à! de!multiples! autres! syndromes! (concentrations! élevées! en! lactate! dans! le!
sang!et!dans! le! liquide!céphalo=rachidien,!problèmes!de!développement!cérébral,!atrophie!du!nerf!
optique)!chez!une!petite!fille!décédée!37!jours!après!sa!naissance!(Waterham!et!al.!2007).!
L’apparition!ces!dernières!années!des!modèles!animaux!a!permis!une!approche!plus!intégrée!
de! la! dynamique! mitochondriale! et! la! mise! en! évidence! de! la! nécessité! de! ce! processus! pour! le!
développement! et! la! vie! des! organismes! mammifères.! Je! présenterai! succinctement! les! modèles!
murins! transgéniques!pour! l’acteur!de! fission!DRP1!et! les!acteurs!de! fusion!MFN1,!MFN2!et!OPA1.!
Deux!modèles!de!souris!transgéniques!mutées!pour!le!gène!DRP1!ont!été!développés!:!un!modèle!de!
délétion!de!l’exon!2!codant!une!partie!du!site!de!liaison!au!GTP!(Ishihara!et!al.!2009;!Wakabayashi!et!
al.!2009)!et!un!modèle!de!mutation!au!niveau!du!domaine!GTPase!(Wakabayashi!et!al.!2009).!A!l’état!
homozygotes,! ces! mutations! du! gène! codant! DRP1! sont! létales! aux! stades! E10,5/E12,5! et! E11,5!
respectivement.!Des!lignées!de!cellules!souches,!dérivées!du!premier!modèle!développé!par!l’équipe!
de!K.!Mihara,!présentent!des!mitochondries!agrégées!qui!possèdent!une!morphologie!tubulaire!avec!
des! crêtes!mitochondriales! qui! semblent! intactes.! La! respiration! cellulaire! et! l’ADNmt! ne! sont! pas!
affectés! par! la! mutation! de! DRP1.! En! revanche,! les! souris! dépourvues! de! DRP1! présentent! une!
élévation!de!l’apoptose!dans!le!cerveau!en!formation,!une!diminution!du!nombre!de!synapses!et!de!
neurites!mais! pas! d’atteinte! dans! les! autres! tissus.! Ce!modèle!murin! a! donc! permis! de!mettre! en!
évidence!le!rôle!majeur!de!DRP1!dans!le!développement!du!tissu!nerveux.!Dans!le!deuxième!modèle!
murin,!une!augmentation!de!l’apoptose!est!observée!dans!les!tubes!neuraux!aux!stades!E9,5!et!10,5!
dans!les!embryons!Drp1Z/Z,!mais!pas,!en!revanche,!dans!les!MEF!Drp1Z/Z.!Pour!mieux!appréhender!le!
rôle!de!DRP1!dans!le!cerveau,!cette!équipe!a!donc!produit!une!lignée!de!souris!invalidée!pour!le!gène!
DRP1! spécifiquement! dans! les! neurones! du! tronc! cérébral! et! du! cervelet.! Ces! souris! meurent!
quelques!heures!après!la!naissance!et!présentent!une!réduction!du!volume!du!cervelet!qui!serait!due!
à! une! diminution! de! la! prolifération! des! cellules! de! Purkinje! et! non! pas! une! augmentation! de!
l’apoptose.!!
L’équipe! de! David! C! Chan! (Chen! et! al.! 2003)! a! obtenu! des! souris! transgéniques!dans!
lesquelles! l’invalidation! des! gènes! MFN1! et! 2! est! due! à! l’excision! d’un! exon! intervenant! dans! le!
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domaine!GTPase,!ce!qui!empêche!la!formation!de!protéines!fonctionnelles!(Chen!et!al.!2007;!Chen!et!
al.!2003).!Leurs!premières!études!montrent!également!la!mort!des!embryons!homozygotes!au!stade!
E11,5!de!développement.!MFN1!et!2!semblent!avoir!des!rôles!partiellement!redondants!au!niveau!du!
développement!du!placenta!(Chen!et!al.!2007;!Chen!et!al.!2003).!Pour!étudier!le!rôle!des!Mitofusines!
sur! le!développement,!au=delà!des!stades!embryonnaires! létaux,! les!auteurs!ont!obtenu!des!souris!
transgéniques! conditionnelles! dont! l’invalidation! des! gènes! MFN1! et! 2! est! obtenue! au! stade!
embryonnaire!E7.!Les!souris!conditionnelles!pour!l’expression!de!MFN1!ne!présentent!pas!de!défaut!
particulier.!En!revanche,! les!souris!conditionnelles!pour! l’expression!de!MFN2!spécifiquement!dans!
les!neurones!du!tronc!cérébral!et!du!cervelet,!présentent!des!altérations!dans!le!développement!et!
le!maintien!de! la!structure!cérébelleuse.!La!perte!de! la!protéine!MFN2!ne!provoque!pas!un!défaut!
des!mécanismes! de!mise! en! place! du! cervelet,!mais! induit! la!mort! principalement! des! cellules! de!
Purkinje.!De!plus,!une!petite!proportion!des!mitochondries!de!muscles!des!souris!MFN2Z/Z!présente!
des! mutations! de! l’ADN! mitochondrial.! Dans! des! souris! doubles! mutantes! MFN1Z/Z/MFN2Z/Z,! les!
muscles!montrent!à! la! fois!une!augmentation!du!nombre!de!mutations!et!du!nombre!de!délétions!
par!paire!de!bases!de!l’ADN!mitochondrial!(Chen!et!al.!2010).!!
Enfin,! trois! autres! modèles! murins! d’haploinsuffisance! de! la! pathologie! ADOA=1! ont! été!
développés! et! présentent! une! dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine,! retrouvée!
chez!les!patients,!mais!à!des!stades!plus!précoces.!Ces!trois!modèles!seront!abordés!en!détails!dans!
le!chapitre!dédié!à!la!protéine!OPA1!et!l’ADOA=1.!!
I. 6. Dysfonctions mitochondriales et implication dans des pathologies 
La!mitochondrie! est! au! cœur!de!nombreuses! fonctions! essentielles! à! la! survie! cellulaire! et!
contrôle!de!plus!la!mort!des!cellules.!Ainsi,!des!dérégulations!de!cet!organite!sont!impliquées!dans!de!
nombreuses!maladies!(Federico!et!al.!2012;!Schapira!2012;!Swerdlow!2009).!!
I. 6. 1. Maladies mitochondriales 
Les!pathologies!mitochondriales!héréditaires!sont!associées!à!des!mutations,!délétions!et/ou!
déplétions! de! l’ADN! mitochondrial! (ADNmt)! ou! à! des! mutations! de! gènes! nucléaires! codant! des!
protéines! mitochondriales! (Figure! 12).! Les! maladies! mitochondriales! sont! les! plus! fréquentes! des!
maladies!métaboliques!avec!une!incidence!globale!de!1/5000!naissances!et!peuvent!se!traduire!par!
des!symptômes!isolés!ou!des!manifestations!multi=systémiques!tels!que!des!atteintes!neurologiques,!
endocrines,!cardiaques,!musculaires,!dermatologiques!ou!du!système!digestif!(confer!tableaux).!!
! !
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Figure!12!–!Les!maladies!mitochondriales!
Les! maladies! mitochondriales! dues! à! des! mutations! dans! l’ADN! mitochondrial! (A)! ou! dans! le!
génome!nucléaire!(B).!
!
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Jusqu’à! présent,! environ! 200! mutations! de! l’ADNmt! ont! été! répertoriées.! Sachant! que! le!
génome!mitochondrial!code!pour!13!protéines!de!la!chaîne!respiratoire,!des!mutations!de!l’ADNmt!
engendrent! principalement! des! défauts! de! phosphorylation! oxydative! et! par! conséquent! des!
problèmes! énergétiques! et! une! augmentation! de! la! production! d’EAO! (Schapira! 2012).! Un! déficit!
d’activité! du! complexe! I! est! la! cause! la! plus! fréquente! de! maladies! mitochondriales! (8! %! des!
individus)! (Rodenburg! 2011;! Schapira! 2012).! Seulement! 1! %! des! patients! atteints! de! maladies!
mitochondriales! présentent! des! défauts! du! complexe! V! (Rodenburg! 2011;! Schapira! 2012).! En! plus!
des!défauts!d’activité! isolée!des!complexes,!ces!mutations!pourraient!également!être!responsables!
d’une!déstabilisation!des! supercomplexes.! En!effet,!quelques!études! font!état!de! l’importance!des!
supercomplexes! dans! les! tissus! nerveux! et!musculaires! car! des! dysfonctionnements! sont! détectés!
dans! des! myopathies! sévères,! comme! le! syndrome! de! Barth,! et! dans! des! phénomènes! de!
neurodégénérescence!ou!de!vieillissement!(Gómez!et!al.!2009;!Jefferies!2013;!Merkwirth!et!al.!2012).!!
Des! mutations! de! gènes! qui! ne! sont! pas! impliqués! dans! la! phosphorylation! oxydative!
donnent!également!naissance!à!de!nombreuses!autres!pathologies.!Par!exemple,!des!mutations!du!
gène!codant!MFN2!sont!responsables!de! la!maladie!de!CMT2A.!Cette!pathologie,!qui! fait!partie!du!
groupe!des!neuropathies!héréditaires!motrices!et!sensitives!les!plus!courantes!(1!personne!sur!2500),!
conduit! à! une! atteinte! progressive! des! nerfs! périphériques! et! s’accompagne! d’une! amyotrophie!
distale! des!membres! inférieurs! (Cartoni! and!Martinou! 2009;! Zuchner! et! al.! 2004).! De!même,! des!
mutations!du!gène!codant!PINK1!ont!été!trouvées!dans!une!forme!autosomale!récessive!familiale!de!
maladie!de!Parkinson!(Valente!et!al.!2004).!La!protéine!PINK1!aurait!un!rôle!dans!le!métabolisme!des!
EAO,! l’homéostasie! calcique! et! dans! le! maintien! de! l’ADN! mitochondrial! (Abramov! et! al.! 2011;!
Gandhi!et!al.!2009;!Gegg!et!al.!2010).!De!plus,!des!mutations!du!gène!codant! la!protéine!E3! ligase!
Parkin!sont!responsables!de! la!maladie!de!Parkinson!chez!des!personnes!ayant!moins!de!30!ans!et!
causent!des!dysfonctions!des!mitochondries,!responsables!d’un!stress!oxydant! (Greene!et!al.!2003;!
Grünewald!et!al.!2010;!Müftüoglu!et!al.!2004).!Comme!dernier!exemple,! les!protéines!Huntingtine!
mutantes,! responsables!de! la! Chorée!de!Huntington,! peuvent! s’accumuler! à! la!membrane!externe!
mitochondriale,! empêcher! le! trafic! axonal! des! organites! et! donc! l’apport! d’ATP! au! niveau! des!
synapses! (Orr! et! al.! 2008).! De! plus,! en! interagissant! avec! le! co=facteur! PGC=1α,! les! protéines!
mutantes! inhibent! le! processus! de! biogenèse! mitochondriale! et! induisent! par! conséquent! des!
déficiences! énergétiques,! voire! un! excès! de! radicaux! libres! (St=Pierre! et! al.! 2006).! Bien! que! les!
protéines! mutées! dans! ces! pathologies! ne! soient! pas! en! lien! direct! avec! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale,!l’altération!du!métabolisme!oxydatif!en!général!représente!un!effet!collatéral!et!joue!
un!rôle!non!négligeable!dans!l’étiologie!de!la!plupart!des!maladies!neurodégénératives!(Federico!et!
al.!2012;!Schapira!2012;!Swerdlow!2009).!!
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I. 6. 2. Mitochondries et rétinopathies 
Les!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!(CGR)!sont!des!neurones!dont!les!axones!se!projettent!
jusque! dans! le! thalamus,! zone! du! cerveau! responsable! du! traitement! de! l’information! visuelle!
provenant!de!la!rétine!(Carelli!et!al.!2004).!La!partie!axonale!de!la!cellule!au!niveau!de!la!rétine!est!
démyélinisée!et!présente!des!varicosités!riches!en!mitochondries!(Wang!2003).!Ces!zones!semblent!
nécessiter!une! forte!quantité!d’énergie! locale,!suggérée! importante!pour! la! transmission!du!signal.!
Les!axones!des!1,2!millions!de!CGR!se!regroupent!pour! former! le!nerf!optique,!dont! la!sortie!de! la!
rétine! s’effectue! à! angle! droit,! ce! qui! engendre! une! contrainte! structurale! de! la! cellule!:! l’axone!
forme!un!«!coude!»! (Prasad!and!Galetta!2011;!Alfredo!et!al.!2014).! La!partie!de! l’axone!qui!est!au!
niveau!du!nerf!optique!est!myélinisée!et!pauvre!en!mitochondries.!Ainsi,!les!CGR!sont!des!neurones!
particulièrement!sensibles!à!des! troubles!de! l’apport!en!oxygène,!ont!un!axone! très! long!avec!une!
partie!démyélinisée,!et!qui!de!fait!demandent!une!grande!quantité!d’énergie!pour!la!conduction!du!
message!nerveux.!Outre!leur!sensibilité!à!des!défauts!métaboliques,!ces!neurones!sont!confrontés!à!
des! agressions! extérieures! comme! les! UVs,! susceptibles! d’engendrer! un! stress! oxydatif! pouvant!
entraîner!leur!dégénérescence!(Lenaers!et!al.!2009).!Par!conséquent,!des!défauts!du!fonctionnement!
mitochondrial!peuvent!engendrer!des!rétinopathies.!!!!!
Deux!formes!non!syndromiques!de!neuropathie!optique!ont!été!abondamment!décrites!:! la!
maladie!de!Leber!(Leber’s!Hereditary!Optic!Neuropathie,!LHON)!et!l’Atrophie!Optique!Dominante!de!
type!1!(ADOA=1)!(Maresca!et!al.!2013).!LHON!est!une!pathologie!caractérisée!par!des!mutations!de!
l’ADN!mitochondrial!au!niveau!des!gènes!codants!des!sous=unités!du!complexe!I!(ND1,!ND4!ou!ND6),!
présentes!chez!90!%!des!patients!(Carelli!et!al.!2004;!Yu=Wai=Man!et!al.!2011).!Les!patients,!souvent!
des! hommes! jeunes,! ont! une! perte! brutale,! bilatérale! ou! séquentielle,! de! la! vision! centrale! qui!
aboutit! dans! la! majorité! des! cas! à! une! cécité! bilatérale.! L’ADOA=1! est! responsable! d’une! perte!
progressive!et!bilatérale!de!la!vision!centrale!chez!les!jeunes!enfants,!causée!par!la!dégénérescence!
des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine.!Cette!pathologie!est!caractérisée!par!des!mutations!dans!le!
gène! codant! la! protéine! OPA1! (Carelli! et! al.! 2004;! Yu=Wai=Man! et! al.! 2011).! Nous! aborderons! la!
pathologie! de! l’ADOA=1! plus! ! en! détail! dans! la! partie! suivante.! Ces! deux! neuropathies! optiques!
présentent!une!pénétrance! incomplète! laissant!penser!que!des! facteurs!environnementaux!ou!des!
gènes! modificateurs! de! la! sévérité! peuvent! être! responsables! des! différences! symptomatiques!
observées.!Des!formes!syndromiques!de!ces!deux!pathologies!avec!des!atteintes!extra=oculaires!ont!
été! rapportées,! comme!des!myopathies,! une! ataxie! ou! des! dystonies! (Amati=Bonneau! et! al.! 2008;!
Bruyn! and!Went! 1964;! Hudson! et! al.! 2008;! Novotny! et! al.! 1986).! De! plus,! les! atteintes! oculaires!
décrites! dans! la! maladie! de! LHON! ou! de! l’ADOA=1! ont! été! détectées! chez! des! patients! atteints!
d’autres! pathologies! mitochondriales,! comme! la! maladie! de! MELAS! (Mitochondrial!
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Encephalomyopathy,! Lactic!Acidosis,! Stroke=like!episodes)!ou! le! syndrome!de!Leigh! (Maresca!et!al.!
2013).!
Deux! autres! gènes! responsables! d’autres! formes! d’atrophies! optiques! ont! été! identifiés,!
OPA3!et!TMEM126a!(OPA7)!(Hanein!et!al.!2009;!Owczarek=Lipska!et!al.!2011).!Les!mutations!du!gène!
nucléaire!OPA3!sont!responsables!de! l’atrophie!optique!dominante!avec!cataracte!(AODC)!(Reynier!
et!al.!2004).!Il!s’agit!d’une!pathologie!autosomique!dominante!caractérisée!par!une!baisse!de!l’acuité!
visuelle!et!une!opacification!du!cristallin.!Le!gène!OPA3!localisé!en!19q13.2=q13.3!contient!2!exons!et!
code! une! protéine! ubiquitaire! de! 179! acides! aminés! dont! la! fonction! est! encore! inconnue.! La!
protéine! OPA3! comporte! une! séquence! d'adressage! et! a! été! localisée,! comme! la! protéine! OPA1,!
dans! la!membrane! interne!mitochondriale! (Grau! et! al.! 2013).! Le! gène! TMEM126a,! ou!OPA7,! code!
pour!une!protéine!de!la!membrane!interne!mitochondriale!dont!la!fonction!est!encore!inconnue!à!ce!
jour.! Les! mutations! de! ce! gène! aboutissent! à! une! forme! non! syndromique! d’atrophie! optique!
récessive!(Hanein!et!al.!2009).!
Des! anomalies! optiques! peuvent! s’ajouter! aux! symptômes! de! pathologies!
neurodégénératives! comme! la! maladie! de! Parkinson! ou! d’Alzheimer.! En! effet,! des! problèmes!
d’acuité! visuelle! (Jones! and! Fangman! 1992),! de! perceptions! des! couleurs! (Silva! et! al.! 2005)! et! de!
dégénérescence! du! nerf! optique! (Archibald! et! al.! 2009)! ont! été! décrits! chez! les! patients!
Parkinsoniens.!De!même,! l’analyse!des! rétines!post!mortem!de!patients! atteints! de! la!MA!montre!
une! diminution! du! nombre! de! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (Hinton! et! al.! 1986;! Sadun! and!
Bassi!1990),!données!confirmées!par!de!nombreuses!études!récentes!(Maresca!et!al.!2013).!
I. 6. 3. Les mitochondries : cibles thérapeutiques 
Comme!nous!venons!de! le!voir,!des!dérégulations!des!mitochondries! sont! impliquées!dans!
l'étiologie! de! nombreuses! maladies,! ce! qui! en! fait! une! cible! de! choix! pour! des! stratégies!
thérapeutiques.! Le! coenzyme! Q10! (CoQ)! a! été! utilisé! comme! stratégie! thérapeutique! pour! de!
nombreuses!pathologies!mitochondriales!(Geromel!et!al.!2002).!Cette!molécule!permet!le!transport!
d’électrons!des!complexes!I!et!II!jusqu’au!complexe!III.!Ainsi,!des!défauts!de!l’activité!du!complexe!I,!
observés!dans!les!rétinopathies!LHON!et!ADOA=1!ou!dans!des!maladies!neurodégénératives,!peuvent!
être!compensés!par!un!ajout!de!Coenzyme!Q.!Certains!travaux!sur!l’utilisation!du!Coenzyme!Q!dans!
le! traitement! de! LHON! ont! été! publiés! (Huang! et! al.! 2002),! mais! le! manque! d’études! cliniques!
d’envergure! avec! une! cohorte! conséquente! de! patients! ne! permet! pas! de! conclure! sur! les! effets!
bénéfiques!de!cette!molécule.!De!plus,!le!Coenzyme!Q!est!très!lipophile!ce!qui!rend!difficile!son!accès!
à!la!mitochondrie!quand!le!traitement!est!administré!par!voie!orale!(Geromel!et!al.!2002).!Cependant,!
d’autres! études! cliniques! montrent! que! le! Coenzyme! Q! permet! de! ralentir! la! progression! de! la!
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maladie!de!Parkinson!juvénile!(Kerr!2010;!Storch!et!al.!2007).!Enfin,!une!combinaison!de!coenzyme!
Q10! associé! à! la! vitamine! E! améliore! l’état! neurologique! des! patients! atteints! de! l’ataxie! de!
Friedreich!(Hart!et!al.!2005).!!
L’idebenone,! un! analogue! du! Coenzyme! Q,! a! également! fait! l’objet! de! phases! cliniques!
notamment!pour!la!maladie!de!LHON!(Mashima,!Hiida,!and!Oguchi!1992).!De!nombreux!rapports!ont!
montré! les!effets!positifs!de! l’idebenone!sur! les!symptômes!des!patients!atteints!de!LHON,!comme!
l’amélioration! de! l’acuité! visuelle,! surtout! chez! les! patients! pris! en! charge! dès! le! début! du!
développement! de! la! maladie! (Carelli! et! al.! 1998;! Klopstock! et! al.! 2011;! Mashima! et! al.! 2000;!
Newman!2011;!Sabet=Peyman!et!al.!2012;!Yu=Wai=Man!et!al.!2014).!Des!travaux!récents!ont!mis!en!
évidence! l’importance! de! maintenir! l’idebenone! sous! sa! forme! réduite,! non! toxique,! qui! est! plus!
efficace! (Haefeli! et! al.! 2011).! Les! formes! réduites! seraient! régénérées! par! l’activité! de! l’enzyme!
NQO1! (NAD(P)H:quinone! oxidoreductase! 1)! (Haefeli! et! al.! 2011).! Les! effets! bénéfiques! de!
l’idebenone!ayant!été!largement!documentés,!cette!molécule!a!été!utilisée!pour!la!première!fois!très!
récemment!chez!7!patients!atteints!d’ADOA=1!(Barboni!et!al.!2013).!Les!résultats,!obtenus!après!un!
an!de!traitement,! indiquent!que!4!patients!sur!7!présentent!une!augmentation!de! l’acuité!visuelle.!
Ces! données! restent! encourageantes! pour! la! prise! en! charge! de! la! pathologie! de! l’ADOA=1,! mais!
restent!à!être!vérifiées!sur!une!cohorte!plus!importante.!
Une!nouvelle!molécule!nommée!EPI=743,!une!quinone!α=tocotrienol,!a!montré!des!qualités!
antioxydantes!in&vitro!(Shrader!et!al.!2011).!Dans!une!étude!récente!composée!de!5!patients!atteints!
de!LHON,!4!d’entre!eux!voient!un!arrêt!de! la!progression!de! la!maladie!voire!une!amélioration!des!
fonctions!visuelles! (Sadun!et!al.!2013).!Cette!piste!encourageante! reste!à!être! testée! lors!d’études!
cliniques!plus!poussées.!!
D’autres! stratégies! thérapeutiques! émergent,! visant! à! réguler! la! transcription! des! facteurs!
impliqués! dans! la! biogenèse! mitochondriale.! En! effet,! le! cofacteur! PGC1α! est! un! régulateur!
important!de!l’activité!mitochondriale.!Par!son!intéraction!directe!avec!SIRT1!(sirtuine!1),!PGC1α!est!
déacétylé,! ce! qui! augmente! son! activité! et! donc! la! transactivation! de! gènes! cibles! (Rodgers! et! al.!
2005).! Il! interagit! notamment! avec! le! facteur! de! transcription! PPARγ! (peroxisome=proliferator=
activated! receptor! γ).! Les! drogues! rosiglitazone,! pioglitazone! et! troglitazone,! utilisées! dans! le!
traitement!du!diabète!de!type!2,!sont!des!activateurs!du!récepteur!PPARγ.!Un!autre!composé!de!la!
famille!des!phénols!naturels!a! fait! l’objet!de!nombreuses!études!cliniques!:! le!Resvératrol.! Il! active!
SIRT1!et!donc!l’activité!de!PGC1α,!ce!qui!augmente!la!biogenèse!mitochondriale,!diminue!l’insulino=
résistance!et!rend!les!animaux!résistants!aux!régimes!obésitogènes!(Howitz!et!al.!2003;!Lagouge!et!al.!
2006).!Le!Resvératrol!et!le!benzafibrate,!un!autre!agoniste!de!PGC1α,!ont!montré!un!rôle!protecteur!
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chez! les!animaux!modèles!de! la!maladie!de!Parkinson! (Khan!et!al.! 2010),!de!Huntington! (Ho!et!al.!
2010;! Maher! et! al.! 2011),! d’Alzheimer! (Anekonda! and! Reddy! 2006)! et! de! myopathies!
mitochondriales!(Wenz!et!al.!2008).!
! Enfin,! ces! dernières! années,! la! thérapie! génique! a! été! utilisée! pour! remplacer! le! gène!
«muté!»! chez! les! patients! par! une! version! sauvage,! à! l’aide! d’un! vecteur! AAV! (adeno=associated!
virus)!(Cwerman=Thibault!et!al.!2014;!Manfredi!et!al.!2002;!Qi!et!al.!2007;!Yu=Wai=Man!et!al.!2011).!
Par!exemple,!cette!stratégie!a!été!utilisée!dans!des!modèles!in&vitro&et!in&vivo&de!la!maladie!de!Leber!
(LHON)!par!transfection!des!cellules!avec!un!vecteur!AAV!codant!le!gène!humain!SOD2!(superoxyde!
dismutase!2),!une!enzyme!antioxydante!localisée!à!la!matrice!mitochondriale!(Qi!et!al.!2004,!Qi!et!al.!
2007).!Dans!ces!conditions,! les!auteurs!observent!une!diminution!de!la!mort!des!CGR!par!apoptose!
associé!à!une!diminution!de! la!dégénérescence!des! fibres!du!nerf!optique.!Une!autre! stratégie!est!
l’expression!allotopique!de!gènes!mitochondriaux!par!la!machinerie!transcriptionnelle!présente!dans!
le!noyau.!La!preuve!de!concept!a!notamment!été!démontré!chez! le!rat!modèle!de!la!pathologie!de!
LHON,!muté! pour! le! gène!mitochondrial! ND4! (m.11778A>G)! (Ellouze! et! al.! 2008).! L’expression! de!
ND4!par! une! technique!d’électrolocation! in& vivo,! à! la! place! des! vecteurs!AAV,! permet! notamment!
une!amélioration!des!fonctions!visuelles.!
!
!  
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II. (Dys)fonctions d’OPA1 et Atrophie Optique Dominante 
de type I (ADOA-1) 
Mon!projet!de!thèse!s’est!articulé!autour!de!la!pathologie!de!l’Atrophie!Optique!Dominante!
de! type! 1! (ADOA=1)! et! du! produit! du! gène! responsable! de! cette! rétinopathie,! la! dynamine!OPA1.!
L’ADOA=1!est,!avec!la!neuropathie!optique!de!Leber!(LHON),!la!forme!majoritaire!d’atrophie!optique!
héréditaire!à! caractère!dominant! (Landes!et!al.! 2010).!Afin!de!mieux!comprendre! la!pathologie!de!
l’ADOA=1,!je!traiterai!en!premier!lieu!les!fonctions!de!la!protéine!fusogène!OPA1.!!
 
II. 1. OPA1 : protéine mitochondriale responsable de l’ADOA-1 
OPA1!est!un!acteur!essentiel!dans!la!régulation!de!la!dynamique!mitochondriale!et!intervient!
également! dans! de! nombreuses! fonctions! de! la! mitochondrie.! L’activité! de! la! protéine! OPA1! est!
finement!régulée,!en!fonction!des!signaux!environnementaux!ou!intracellulaires!(Landes!et!al.!2010).!
II. 1. 1. OPA1 et régulations post-traductionnelles 
II. 1. 1. 1. OPA1 : forme courte ou forme longue, quelles fonctions ? 
La!dynamine!OPA1!subit!de!nombreuses!modifications!post=traductionnelles!qui!aboutissent!
à! la! production! de! formes! courtes! ou! longues,! toutes! deux! essentielles! pour! induire! la! fusion! des!
membranes!internes.!En!fonction!du!statut!énergétique!de!la!cellule,!du!potentiel!membranaire!des!
mitochondries,!de!l’induction!de!l’apoptose!ou!de!la!perte!de!l’ADN!mitochondrial,! l’équilibre!entre!
les!isoformes!d’OPA1!est!finement!régulé.!
• Les isoformes d’OPA1 
Chez!l’homme,!le!cadre!de!lecture!d’OPA1!possède!31!exons!dont!3!alternativement!épissés!
(4,!4b!et!5b)!ce!qui!donne!8!ARNm!possibles.!Bien!qu’OPA1!ait!une!expression!ubiquitaire,! celle=ci!
varie!de!façon!différentielle!suivant!les!tissus.!De!forts!niveaux!d’expressions!des!ARNm!d’OPA1!sont!
visibles!dans!la!rétine,!le!cerveau,!le!foie,!le!cœur!et!le!pancréas!(Akepati!et!al.!2008;!Alexander!et!al.!
2000;!Delettre!et!al.!2001).!Après! la!séquence!d’import!à! la!mitochondrie! (MIS!pour!Mitochondrial!
Import! Sequence! ou! MTS! pour! Mitochondrial! Targeting! Signal)! en! N=terminal,! la! protéine! OPA1!
présente!un!domaine! transmembranaire! (TM1)!puis!deux!autres!domaines!hydrophobes!codés!par!
les!exons!4b!et!5b!(TM2a!et!TM2b),!un!domaine!GTPase,!un!domaine!Middle!et!un!domaine!GED!!
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Figure!13!–!Les!formes!longues!et!courtes!de!la!protéine!OPA1!
(A)! Représentation! schématique! de! la! protéine! OPA1! et! des! domaines! tels! que! le! MIS!
(Mitochondrial!Import!Signal),!TM!(transmembranaire),!GTPase!et!GED!(GTPase!Effector!Domain).!
(B)!Les!trois!exons!4,!4b!et!5b!sont!alternativement!épissés,!donnant!naissance!à!8!variants!d’ARN!
messagers! (ARNm)!d’OPA1! (ici! schéma!des!protéines).! Les! sites!MPP,!S1! et!S2! représentent! les!
zones! de! clivages! de! la! dynamine! par! différentes! protéases.! (C)! Exemple! de! maturation!
protéolytique! d’OPA1! avec! les! enzymes! YME1L,! OMA1! et! la! protéase!m=AAA,! et! immunoblots!
représentant! la! protéine!OPA1! (formes! courtes! ou! longues)! en! fonction!des! différents! variants!
exprimés!dans!des!fibroblastes!embryonnaires!murins!(MEFs).!Cinq!bandes!sont!observées!dans!
les!MEFs!sauvages,!notées!de!a!à!e.!
Sources&:&Landes&T.&et&al.,&2010;&Chan&DC.&et&al.,&2012;&Song&Z.&et&al.,&2007.!
!
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(GTPase!Effector!Domain)! en!C=terminal.! La!protéine!présente!également!des!domaines! coiled=coil!
(CC)!I!et!II!respectivement!codés!par!les!exons!6=7!et!27=28!(domaine!GED).!Ces!domaines!pourraient!
être!responsables!de!la!formation!des!complexes!homotypiques!d’OPA1!(Akepati!et!al.!2008).!De!plus,!
un!domaine!CC0!!est!présent!au!niveau!de! l’exon!5b,!donc!uniquement!dans! les!variants!d’épissage!
contenant!cet!exon!(Figure!13).!
La!protéine!OPA1!générée!d’après! les!différents!ARNm!possède!2!sites!de!clivage,!S1!et!S2,!
respectivement!localisés!au!niveau!des!séquences!codées!par!l’exon!5!et!l’exon!5b!(Eura!et!al.!2006;!
Griparic! et! al.! 2007;! Song! et! al.! 2007).! Toutes! les! protéines! OPA1! produites! présentent! le! site! de!
clivage! S1,! alors! que! le! site! S2! est! présent! dans! les! isoformes! générées! à! partir! des! variants!
d’épissage!qui!ont!conservé!l’exon!5b!(Figure!13).!Les!isoformes!d’OPA1!sont!ancrées!à!la!membrane!
interne! mais! le! clivage! de! la! protéine,! au! niveau! des! sites! S1! ou! S2,! induit! une! forme! courte!
dépourvue!de!TM1.!Ces!formes!courtes!sont!attachées!de!façon!périphérique!à! la!MI!ou!libre!dans!
l’IMS!(Frezza!et!al.!2006;!Olichon!et!al.!2002;!Satoh!et!al.!2003).!Dans!la!plupart!des!tissus!humains!et!
murins,!5!isoformes!protéiques!d’OPA1!sont!détectées!:!2!longues!(isoformes!a!et!b)!et!trois!courtes!
(isoformes!c,!d!et!e).!Les!protéases!impliquées!dans!la!maturation!d’OPA1!
La!maturation!protéolytique!d’OPA1!est!cruciale!pour!la!régulation!de!l’activité!fusogène!de!
la!protéine.!En!effet,! la!disparition!des!formes! longues!de! la!dynamine,!après!un!traitement!par!un!
agent! découplant! qui! fragmente! le! réseau! mitochondrial,! semble! indiquer! l’importance! de! ces!
isoformes! pour! le! processus! de! fusion! mitochondriale! (Griparic! et! al.! 2007;! Guillery! et! al.! 2008;!
Landes!et!al.!2010).!Néanmoins,! les!études!sur!des!mutants!des!sites!de!clivage!S1!et!S2!soulignent!
également! l’importance! des! formes! courtes! dans! le! contrôle! de! la! morphologie! mitochondriale!
(Griparic!et!al.!2007;!Song!et!al.!2007;!Zick!et!al.!2009).!Finalement,! la! réintroduction!combinée!de!
différents!variants!d’OPA1!dans!les!MEFs!indique!la!nécessité!de!la!présence!d’au!moins!une!forme!
longue!et! une! forme! courte!d’OPA1!pour! fusionner! les!mitochondries! dans!des! conditions!basales!
(Song! et! al.! 2007).! Il! a! été! démontré! dans! les! levures! une! interaction! entre! les! formes! longue! et!
courte! de! la! dynamine,! pour! permettre! son! oligomérisation,! nécessaire! à! son! activité! fusogène!
(Meeusen!et!al.!2006;!Zick!et!al.!2009).!!
• Les protéases mitochondriales impliquées dans le clivage d’OPA1 
De! nombreuses! protéases!mitochondriales! sont! impliquées! dans! le! clivage! d’OPA1! (Figure!
13).!Une!fois!la!protéine!OPA1!correctement!adressée!à!la!membrane!interne,!le!signal!d’import!à!la!
mitochondrie! est! clivé! par! la! peptidase! mitochondriale! matricielle! (MPP),! ce! qui! génère! la! forme!
longue! de! la! dynamine.! Des! clivages! additionnels! peuvent! intervenir! au! niveau! des! sites! S1! et! S2!
(Martinelli! and! Rugarli! 2010).! La! protéase! PARL! (Presenilin! Associated! Rhomboïd! Like! protease),!
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localisée! dans! la! membrane! interne! mitochondriale,! est! impliquée! dans! le! clivage! d’une! faible!
quantité!d’OPA1!(<4!%),!ce!qui!génère!une!forme!soluble!d’OPA1!peu!abondante!(Frezza!et!al.!2006).!
Par!conséquent,!l’extinction!de!la!protéase!PARL!n’affecte!pas!réellement!le!ratio!de!la!forme!longue!
et!courte!d’OPA1!(Griparic!et!al.!2007;!Guillery!et!al.!2008).!!
La! m;AAA! protéase! (ATP=depedent! protease)! est! ancrée! dans! la! membrane! interne!
mitochondriale! où! son! domaine! catalytique! fait! face! à! la! matrice.! Chez! l’homme,! cette! protéase!
forme!un!complexe!homo=oligomérique!composé!uniquement!de!AFG3L2!(ATPase!family!gene!3=like!
2!polypetide)!ou!hétéro=oligomérique!avec!les!protéines!AFG3L2!et!la!Paraplégine!(Casari!et!al.!1998;!
Duvezin=Caubet!et!al.!2007).!La!Paraplégine!induit!un!clivage!d’OPA1!au!niveau!du!site!S1.!Bien!que!la!
surexpression! de! cette! protéase! stimule! le! clivage! d’OPA1,! la! perte! de! la! Paraplégine! dans! des!
fibroblastes!de!souris!ne!perturbe!pas! le!patron!d’expression!de! la!dynamine!OPA1,!ce!qui!suggère!
qu’une!faible!proportion!de!la!dynamine!est!clivée!par!cette!protéase!(Eura!et!al.!2006;!Guillery!et!al.!
2008).!Les!prohibitines!1!et!2!(PHB1!ou!2)!participent!à!la!régulation!des!formes!d’OPA1!de!manière!
indirecte! car! elles! inhibent! l’activité! des!m=AAA! protéases.! Les! isoformes! courtes! s’accumulent! au!
détriment! des! isoformes! longues!dans!des! fibroblastes! de! souris! invalidées! pour! PHB2! (Merkwirth!
and!Langer!2009).!!
La! protéase! YME1L,! une! i;AAA! protéase! (ATP=depedent! protease),! est! responsable! du!
clivage!de!la!protéine!OPA1!au!niveau!du!site!S2!(Anand!et!al.!2014;!Griparic!et!al.!2007;!Shah!et!al.!
2000;!Song!et!al.!2007).!
Récemment,! la! métalloprotéase! indépendante! de! l’ATP,! OMA1,! a! été! impliquée! dans! la!
production!d’isoformes!courtes!d’OPA1.!Les!formes!courtes!et! longues!d’OPA1!sont!présentes!dans!
des!MEFs!Oma1Z/Z!or!les!isoformes!c!et!e,!induites!par!le!clivage!au!niveau!du!site!S1,!sont!absentes.!
OMA1! est! donc! impliqué! de!manière! constitutive! dans! le! clivage! d’OPA1! au! site! S1.! Toutefois,! la!
morphologie!du!réseau!mitochondrial!dans!les!MEFs&Oma1Z/Z&est!normale,!suggérant!que!les!formes!c!
et!e!ne!sont!pas!essentielles!au!processus!de!fusion!(Ehses!et!al.!2009;!Head!et!al.!2009;!Quirós!et!al.!
2012).! En!plus!du! clivage!protéolytique!d’OPA1!à! l’état!basal,!OMA1! intervient!dans! la!maturation!
protéolytique!de! la!dynamine!en!cas!de!stress!cellulaire!comme!la!présence!d’un!agent!découplant!
(CCCP),!l’augmentation!de!la!température!(42°C)!ou!lors!d’un!stress!oxydant!(peroxyde!d’hydrogène)!
(Baker! et! al.! 2014;! Ehses! et! al.! 2009;! Head! et! al.! 2009;! Quirós! et! al.! 2012).! A! l’inverse,! le! clivage!
d’OPA1!en!condition!de!stress!(UVs!ou!traitement!à!la!cycloheximide)!est!inhibé!par!la!protéine!SLP;2!
(Stomatin=like!protein!2)!(Da!Cruz!et!al.!2008;!Tondera!et!al.!2009).!!
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II. 1. 1. 2. OPA1 et acétylation 
! Les! récents! travaux! de! Sadhana! A.! Samant! en! 2013! montrent! que! la! protéine! OPA1! est!
hyper=acétylée,!au!niveau!des!lysines!926!et!931,!en!condition!de!stress!dans!des!cellules!cardiaques,!
ce! qui! engendre! une! diminution! drastique! de! son! activité! GTPase! (Samant! et! al.! 2014).! La!
déacétylation!des!protéines!mitochondriales!serait!prise!en!charge!par!les!déacétylases!de!la!famille!
des!Sirtuines,!SIRT3,!4!et!5!qui!sont!mitochondriales.!Selon!les!travaux!de!Sadhana!A.!Samant,!SIRT3!
serait!impliquée!dans!la!déacétylation!de!la!dynamine!OPA1.!Cette!déacétylase!est!présente!dans!la!
matrice!mitochondriale!et!à!la!membrane!interne,!notamment!au!niveau!des!crêtes!mitochondriales.!
La! déacétylation! d’OPA1! permet! de! réactiver! son! domaine! GTPase! et! de! retrouver! un! réseau!
mitochondrial!filamenteux!dans!les!cellules.!SIRT3!protège!donc!les!cellules!d’un!stress!en!régulant!la!
dynamique!mitochondriale!par!l’intermédiaire!de!la!protéine!fusogène!OPA1.!
II. 1. 2. Les fonctions d’OPA1 
II. 1. 2. 1. OPA1, l’acteur de la fusion des membranes internes mitochondriales 
La!fusion!de!la!membrane!interne!est! induite!par!OPA1,!une!protéine!codée!par! le!génome!
nucléaire,! identifiée! au! laboratoire! comme! l’homologue! humain! de! mgm1p! chez! S.& Cerevisiae& et!
Msp1p! chez! S& Pombe& (Berger! and! Yaffe! 1996;! Delettre! et! al.! 2000a;! Jones! and! Fangman! 1992;!
Pelloquin!et!al.!1998).!OPA1!est!ancrée!au!niveau!de!la!membrane!interne!mitochondriale!et!fait!face!
à!l’espace!intermembranaire!(Griparic!et!al.!2004;!Misaka!et!al.!2002;!Olichon!et!al.!2002;!Satoh!et!al.!
2003)!(Figure!11).!!
L’extinction! de! la! protéine! OPA1! par! interférence! ARN! dans! les! cellules! HeLa! et! Cos=7,! et!
l’invalidation! du! gène! OPA1! dans! des! MEFs! induisent! la! fragmentation! du! réseau! mitochondrial!
(Griparic!et!al.!2007;!Griparic!et!al.!2004;!Olichon!et!al.!2003).!À! l’inverse,! la!surexpression!d’OPA1!
dans! des! MEFs! et! des! NIH3T3,! qui! possèdent! un! réseau! mitochondrial! initialement! fragmenté,!
provoque! l’élongation! de! mitochondries! (Cipolat! et! al.! 2004;! Olichon! et! al.! 2002).! Ces! données!
mettent! en! évidence! le! rôle! fusogène!d’OPA1,! rôle! confirmé!par! des! études!montrant! l’incapacité!
des!mitochondries!dépourvues!d’OPA1!à!fusionner!(Arnoult!2010;!Chen!et!al.!2005a;!Griparic!et!al.!
2007).! De! façon! surprenante,! la! surexpression! de! cette! dynamine! dans! des! cellules! possédant! un!
réseau!mitochondrial!originellement!filamenteux,!provoque!la!fragmentation!des!mitochondries!sans!
inhibition!de!fusion!(Chen!and!Chan!2005;!Cipolat!et!al.!2004;!Griparic!et!al.!2004;!Misaka!et!al.!2002).!
La! fragmentation!pourrait!être!causée!par!une!activation!de! la! fission!due!à!un!excès!de! fusion!ou!
d’une!grande!quantité!d’OPA1!favorisant!le!processus!de!fusion!transitoire.!
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Figure!14!–!OPA1,!jonction!des!crêtes,!maintien!de!l’ADN!mitochondrial!et!apoptose!
En! condition! physiologique,! OPA1! est! ancrée! dans! la! membrane! interne! et! permet! la!
séquestration!du! cytochrome! c! dans! l’espace! intra=crêtes.!OPA1! intervient! dans! le!maintien!du!
génome!mitochondrial!(ADNmt)!par!l’interaction!de!l’ADN!avec!le!fragment!transmembranaire!de!
la! dynamine.! Suite! à! un! signal! apoptotique,! la! membrane! externe! est! perméabilisée! par!
l’ouverture! de! canaux,! comme! Bax/Bak,! le! cytochrome! c! et! d’autres! agents! pro=apoptotiques!
sont!relargués!dans!le!cytosol.!!
Schéma&adapté&de&Elachouri&G.&et&al.,&2011;&Olichon&A.&et&al.,&2002;&Landes&T.&et&al.,&2010.!
!
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II. 1. 2. 2. OPA1, jonction des crêtes et apoptose 
En!plus!de!la!fragmentation!du!réseau!mitochondrial,!la!perte!de!la!protéine!OPA1!provoque!
une!apoptose!spontanée!ou!une!augmentation!de!la!sensibilité!à!l’apoptose!(Lee!et!al.!2004;!Olichon!
et!al.!2003).!Inversement,!la!surexpression!d’OPA1!protège!de!la!mort!induite!par!divers!agents!pro=
apoptotiques,!en!inhibant! le!relargage!du!cytochrome!c!dans!le!cytosol! (Frezza!et!al.!2006).! Il!a!été!
montré! que! le! rôle! anti=apoptotique! d’OPA1! est! indépendant! de! son! action! fusogène!;! il! s’exerce!
grâce! à! son! rôle! dans! le! remodelage! des! crêtes!mitochondriales! (Cipolat! et! al.! 2004;! Frezza! et! al.!
2006).! Les! formes! courtes! solubles! et! longues! de! la! dynamine! participeraient! à! l’élaboration! de!
complexes!au!niveau!de!la!jonction!des!crêtes!mitochondriales,!ce!qui!permettrait!leur!maintien!dans!
une! forme! dite! «! fermée! »! en! conditions! physiologiques! (Darshi! et! al.! 2011;! Frezza! et! al.! 2006)!
(Figure! 14).! Cette! conformation! permettrait! la! séquestration! du! cytochrome! c! dans! l’espace! intra=
crêtes,!où!il!joue!son!rôle!de!transporteur!d’électrons!pour!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!Les!
isoformes!d’OPA1!contenant! l’exon!4!sont! importantes!pour! la!fusion!mitochondriale,!alors!que! les!
formes!contenant!les!exons!4b!et!5b!interviennent!dans!la!régulation!du!relargage!du!cytochrome!c,!
au! niveau! de! la! jonction! des! crêtes! (Olichon! et! al.! 2007).! L’induction! de! l’apoptose!mènerait! à! la!
dissociation! des! complexes! d’OPA1,! à! «! l’ouverture! »! des! jonctions! des! crêtes! et! par! voie! de!
conséquence! à! la! mobilisation! du! cytochrome! c! de! l’espace! intra=crêtes! vers! l’espace!
intermembranaire!(Frezza!et!al.!2006;!Thomas!Landes,!Leroy,!et!al.!2010;!S.!Lee!et!al.!2007;!Scorrano!
et!al.!2002)!(Figure!14).!L’expression!d’un!mutant!d’OPA1!(Q297A)!qui!stabilise!son!organisation!en!
oligomères,! empêche! le! relargage! du! cytochrome! c! et! inhibe! l’apoptose! (Yamaguchi! et! al.! 2008).!
OPA1!jouerait!donc!un!rôle!de!séquestration!du!cytochrome!c.!!
II. 1. 2. 3. OPA1 dans le maintien de l’ADN mitochondrial 
Dans! les! levures!S.! cerevisiae!et!S.!pombe,! il! est! clairement!établi!que! la! fragmentation!du!
réseau!mitochondrial! induite! par! l’inactivation! de! l’un! des! acteurs! de! la! fusion! (Fzo1p,! Ugo1p! ou!!
mgm1p/Msp1p)!s’accompagne!de!la!perte!du!génome!mitochondrial!(Diot!et!al.!2009;!K.!Guan!et!al.!
1993;! Guillou! et! al.! 2005;! Hermann! et! al.! 1998;! Jones! and! Fangman! 1992;! Meeusen! et! al.! 2006;!
Pelloquin! et! al.! 1999;! Rapaport! et! al.! 1998;! Sesaki! and! Jensen! 1999;!Wong! et! al.! 2003;! Zick! et! al.!
2009).!Ces!observations!laissent!supposer!l’existence!de!liens!très!étroits!entre!le!processus!de!fusion!
et!le!maintien!du!génome!mitochondrial.!
Dans!des!MEF!invalidées!pour!la!protéine!OPA1,!la!quantité!d’ADNmt!est!diminuée!(Chen!and!
Chan!2010;!Chen!et!al.!2007).!Le!rôle!d’OPA1!au!niveau!du!maintien!de!l’ADNmt!pourrait!s’exercer!de!
façon!«!indirecte!»!par!le!biais!de!son!effet!sur!la!structure!de!la!membrane!interne!mitochondriale.!
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La!perte!d’OPA1,!qui!provoque!comme!celle!de! son!homologue!de! levure!une!déstructuration!des!
crêtes,!pourrait!modifier!l’ancrage!du!génome!à!la!membrane!interne,!et!par!conséquent!perturber!
sa!réplication!et!sa!stabilité!(Griparic!et!al.!2004;!Olichon!et!al.!2003;!Sesaki!and!Jensen!1999)!(Figure!
14).!D’autre!part,! l’effet!d’OPA1!sur!le!maintien!du!génome!mitochondrial!pourrait!être!plus!direct.!
L’équipe!de!Guy!Lenaers!a!en!effet!proposé!qu’OPA1! lierait!de!manière!directe! les!nucléoïdes!à! la!
membrane!interne!mitochondriale!par!l’intermédiaire!de!la!séquence!peptidique!codée!par!l’exon!4b!
(Elachouri! et! al.! 2011)! (Figure! 14).! Grâce! à! cette! interaction,! OPA1! contrôlerait! la! réplication! de!
l’ADNmt!et!la!distribution!des!nucléoïdes!sous!la!membrane!interne!mitochondriale.!
II. 1. 2. 4. OPA1 et métabolisme énergétique mitochondrial 
! Etant! donné! la! localisation! d’OPA1! à! la! membrane! interne,! des! liens! directs! ou! indirects!
peuvent!être!supposés!avec!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!Cette!piste!a!été!étudiée!dans!des!
MEFs!où!la!perte!d’OPA1!est!liée!à!une!diminution!sévère!de!la!respiration!cellulaire!et!une!baisse!de!
la! respiration! conduite! par! les! complexes! I,! III! et! V! (Chen! et! al.! 2005a).! De!même,! la! perte! de! la!
protéine!OPA1!dans!les!cellules!Bêta!du!pancréas!provoque!une!diminution!de!l’activité!du!complexe!
IV!menant!à!une!défaut!de!la!production!d’ATP!(Zhang!et!al.!2011).!Les!perturbations!observées!de!la!
chaîne! respiratoire! peuvent! être! expliquées! en! partie! par! une! intéraction! directe! montrée! entre!
OPA1!et!certains!complexes!de!la!chaîne.!Les!travaux!de!Zanna!et!al.!publiés!en!2008!et!réalisés!sur!
des! fibroblastes! humains,! ont!montré! des! interactions! par! co=immunoprécipitation! entre! OPA1! et!
NDUFA9!(sous=unité!du!complexe!I),!une!sous=unité!de!70kDa!du!complexe!II!(flavoprotéine)!et!Core!
2!(sous=unité!du!complexe!III)!(Zanna!et!al.!2008).!
Récemment,! une! étude! a! montré! que! la! protéine! ROMO1! (Reactive! Oxygene! Species!
Modulateur! 1)! interagit! avec! les! formes! courtes! et! longues! d’OPA1,! qui! a! été! montrée! par! des!
expériences! de! co=immunoprécipitation.! Cette! nouvelle! protéine! est! localisée! dans! la! membrane!
interne!mitochondriale!et! semble!être!essentielle!dans! la!gestion!des! stimuli!de! stress!oxydatifs!et!
dans! la! production! d’EAO! (Chung! et! al.! 2006;! Norton! et! al.! 2014).! Ainsi,! lors! d’un! stress! oxydant,!
ROMO1! forme! un! complexe! de! haut! poids! moléculaire! et! induit! l’oligomérisation! d’OPA1,! ce! qui!
permet! de! maintenir! l’intégrité! des! crêtes! et! de! la! morphologie! mitochondriale! ce! qui! rend! les!
cellules!résistantes!à!l’apoptose.!
!
!  
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II. 2. ADOA-1, une rétinopathie génétique rare 
L’ADOA=1! est! une! maladie! dégénérative! caractérisée! par! la! perte! progressive! des! cellules!
ganglionnaires!de!la!rétine.!!
La!rétine!est!constituée!d’un!feuillet!externe,!l’épithélium!pigmentaire!et!d’un!feuillet!interne,!
la! rétine! neuro=sensorielle! ou! neurale.! La! rétine! neurale! est! la! partie! de! l’œil! responsable! de! la!
transformation!du!signal!photonique!en!signal!électrophysiologique/électrique.!Elle!est!constituée!de!
divers! types! cellulaires,! dont! les! corps! cellulaires! se! répartissent! en! trois! couches!:! 1)! la! couche!
nucléaire! externe! constituée! des! photorécepteurs! (cônes! et! bâtonnets),! 2)! la! couche! nucléaire!
interne! constituée! de! cellules! bipolaires,! amacrines! et! horizontales)! et! 3)! la! couche! des! cellules!
ganglionnaires.!Les!neurones!établissent!des!synapses!entre!eux!au!niveau!de!la!couche!plexiforme!
externe! (synapses! entre! la! couche! nucléaire! externe! et! la! couche! nucléaire! interne)! et! la! couche!
plexiforme! interne! (synapses! entre! la! couche! nucléaire! interne! et! la! couche! des! cellules!
ganglionnaires).! Les! axones! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (CGR)! forment! le! nerf! optique!
(Figure! 15).! Ce! dernier! présente! une! portion! non!myélinisée,! riche! en!mitochondries! pour! fournir!
l’énergie!nécessaire!à!la!transmission!de!l’influx!nerveux!(Carelli!et!al.!2004),!et!une!partie!myélinisée,!
où!la!conduction!de!l’influx!nerveux!devient!saltatoire,!et!contenant!moins!de!mitochondries!(Figure!
15).!!
La! dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine,! observée! chez! les! patients!
atteints! d’ADOA=1,! entraîne! donc! une! perte! des! axones! qui! forment! le! nerf! optique! et! par!
conséquent!une!atrophie!du!nerf!optique,!visible!grâce!à!une!analyse!du!fond!de!l’œil.!L’ADOA=1!ou!
atrophie!optique!de!Kjer! (Kjer!1959),!est! la! forme! la!plus! fréquente!d’atrophie!optique!héréditaire!
avec!une!prévalence!allant!de!1/10!000!au!Danemark!à!1/50!000!dans!la!population!générale.!
II. 2. 1. Tableaux cliniques de la pathologie 
Le!principal!signe!de! la!maladie!est!une!atrophie!optique,!généralement!symétrique,!visible!
sous!forme!d’une!pâleur!temporale!de!la!papille!optique!(Hoyt!1980;!Votruba!et!al.!1998)!(Figure!16)!
révélatrice!de!la!perte!des!fibres!axonales!provenant!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!centrale!
(macula).!L’atrophie!s’accompagne!d’une!perte!de!la!vision!centrale!caractérisée!par!une!diminution!
progressive! de! l’acuité! visuelle! qui! est! le! plus! souvent!modérée! (6/10! à! 2/10)!mais! qui! peut! aussi!
conduire!à!une!cécité! légale! (<1/20),!une!amputation!du!champ!visuel!central! (scotome!central)!et!
une! dyschromatopsie! dans! l’axe! bleu/jaune! appelée! tritanopie! (perturbation! de! la! vision! des!
couleurs).! La! survenue! de! la!maladie! est! qualifiée! d’insidieuse! du! fait! de! l’imprécision! de! l’âge! de!
début.!Elle!est!généralement!découverte!pendant!l’enfance,!vers!l’âge!de!4!à!6!ans,!mais!peut!être!!
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Figure!15!–!L’œil,!la!rétine,!les!cellules!ganglionnaires!et!le!nerf!optique!
(A)!Représentation!schématique!de!l’œil!et!d’une!coupe!de!rétine,!avec!les!différentes!couches!et!
les! cellules! associées.! (B)! Schéma! d’une! cellule! ganglionnaire! de! la! rétine! et! coupe! sagittale!
immuno=histologique! transversale!d’un!œil!humain!montrant! la! rétine!et! le!nerf!optique,!et! les!
zones!myélinisées!(myelinated)!et!non!myélinisées!(unmyelinated).!COX!:!cytochrome!c!oxydase!
(complexe! IV).! COX! +! :! zone! riche! en! mitochondries,! COX! =! :! zone! pauvre! en! mitochondries.!
Lamina!Cribrosa!:!zone!riche!en!collagène.!
Sources&:&(A)&d’après&the&McGaw&Hill&Companies,&Inc&;&WilinsonZBerka&JL.,&2004,&(B)&Carelli&V.&et&al.,&
2004.!
!
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diagnostiquée,! en! fonction! du! niveau! de! perte! d’acuité! visuelle,! plus! tôt! chez! le! nourrisson!
sévèrement! atteint! présentant! un! nystagmus! (Kline! and! Glaser! 1979)! ou! chez! l’adulte! lorsque! la!
perte!est!légère.!L’atteinte!de!très!jeunes!patients!suggère!que!la!maladie!est!congénitale!mais!une!
aggravation!avec!l’âge!est!également!décrite!(Brown!et!al.!1997).!L’ADOA=1!présente!une!pénétrance!
incomplète! et! une! expressivité! intra! et! interfamiliale! très! variable,! pouvant! aller! de! porteurs!
asymptomatiques! à! la! cécité.! Les! facteurs! environnementaux! et! le! fond! génétique! des! personnes!
interviennent!donc!de!différentes!façons!dans!la!mise!en!place!de!ces!différents!symptômes.!!
Depuis!la!caractérisation!de!la!maladie!en!1959,!des!études!réalisées!sur!7!familles!atteintes!
d’ADOA=1,!dans!les!laboratoires!de!Newcastle,!Bologne,!Madrid,!Montpellier!et!Angers,!ont!montré!
une!forme!syndromique!de!la!pathologie!associée!à!des!atteintes!multi=systémiques!sévères!(Amati=
Bonneau! et! al.! 2008;! Hudson! et! al.! 2008;! Zeviani! 2008).! Cette! forme! syndromique! a! été! nommée!
«!ADOA=1!plus!».!En!effet,!en!plus!des!défauts!de!la!vision!observés!chez!les!patients!dès!l’enfance,!
15!%!d’entre!eux!développent!des!atteintes!extra=oculaires!dont!la!principale!est!la!surdité!(Lenaers!
et! al.! 2012).! D’autres! atteintes! peuvent! survenir! plus! tard! dans! la! vie! du! patient! telles! qu’une!
ophtalmoplégie! progressive! externe,! une! ataxie,! une! neuropathie! sensitivo=motrice! et! une!
myopathie! (Lenaers! et! al.! 2012).! Tous! les! patients! analysés! présentent! des! délétions!multiples! de!
l’ADN!mitochondrial!dans!des!biopsies!de!muscles!squelettiques,!témoignant!du!rôle!d’OPA1!dans!la!
maintenance! du! génome! mitochondrial.! Toutefois,! dans! certains! cas,! une! perte! de! l’ADNmt! a!
également!été!observée!chez!des!patients!qui!présentent!une!forme!non=syndromique!de!l’ADOA=1!
(Kim!et!al.!2005).!La!plupart!des!atteintes!multi=systémiques!observées!ségrégent!avec!les!mutations!
retrouvées!dans!le!domaine!GTPase!de!OPA1,!comme!p.R445H!dans!l’exon!14!ou!p.S545R!au!niveau!
de!l’exon!17!(Amati=Bonneau!et!al.!2008;!Hudson!et!al.!2008;!Zeviani!2008).!
II. 2. 2. Profils génétiques des mutations d’OPA1 
Depuis! l’identification!du!gène!OPA1!en!2000!(Alexander!et!al.!2000;!Delettre!et!al.!2000a),!
plus!de!200!mutations!pathogènes!ont!été!rapportées!(Ferré!et!al.!2009)!(mitodyn.org),!réparties!sur!
toute! la! séquence! codante! mais! touchant! majoritairement! le! domaine! GTPase.! Ainsi,! 37! %! des!
mutations! sont! localisées!dans! le!domaine!GTPase,!33!%!dans! le!domaine!dynamine,!18!%!dans! le!
domaine! GED! (GTPase! effector! domain)! et! 7! %! dans! la! séquence! d’adressage! mitochondriale.!
Certaines!génèrent!un!codon!stop!précoce!conduisant!à!une!protéine!tronquée,!comme!la!mutation!
c.2708_2711delTTAG!située!dans!l’exon!27!responsable!de!30!%!des!cas!d’ADOA=1!(Pesch!et!al.!2001;!
Schimpf!et!al.!2006;!Zanna!et!al.!2008).!On!retrouve!27!%!de!mutations!faux=sens,!localisées!dans!le!
domaine!catalytique!GTPase!et!susceptibles!d’exercer!un!effet!dominant!négatif!(Amati=Bonneau!et!
al.!2008;!Amati=Bonneau!et!al.!2009;!Ferraris!et!al.!2008;!Hudson!et!al.!2008;!Yu=Wai=Man!et!al.!2011).!!
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Tableaux"cliniques"
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(
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Figure!16!–!Les!données!actuelles!sur!les!souris!modèles!de!l’ADOA;1!
Tableau! récapitulatif! des! données! phénotypiques! des! souris! modèles! de! la! pathologie! de!
l’Atrophie!Optique!Dominante!de!type!1!(ADOA=1).!Les!âges!des!souris!(en!mois)!notés!en!rouge!
indiquent!que!le!phénotype!est!plus!sévère!à!cet!âge.!
!
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Bien! qu’aucune! corrélation! génotype=phénotype! n’ait! pu! être! clairement! établie! dans! les!
études!cliniques!à!grande!échelle!(Cohn!et!al.!2007;!Pesch!et!al.!2001;!Puomila!et!al.!2005),!il!existe!
une!corrélation!forte!entre!la!mutation!p.R445H!et!une!forme!syndromique!de!l’ADOA=1!associée!à!la!
surdité.!De! plus,! une! corrélation! entre! des!mutations! faux=sens! du! domaine!GTPase,! responsables!
principalement! d’un! phénomène! de! dominance! négativité,! et! le! phénotype! «! ADOA! plus! »! a! été!
également!décrite.!!
!
II. 3. Implication de la protéine OPA1 dans d’autres pathologies 
Etant!donné!le!rôle!important!de!la!protéine!OPA1!dans!la!morphologie!et!le!fonctionnement!
mitochondrial,!des!dérégulations!de!cette!protéine!pourraient!intervenir!dans!d’autres!pathologies.!!
II. 3. 1. OPA1 et LHON 
Comme! l’ADOA=1,! la!pathologie!de! Leber! (LHON)! s’accompagne!d’une!dégénérescence!des!
cellules! ganglionnaires! de! la! rétine.! La! majorité! des! mutations! responsables! de! cette! maladie!
touchent!des!gènes!codant!des!protéines!mitochondriales,!et!notamment!ceux!qui!codent!des!sous=
unités!du!complexe!I!(comme!ND1,!ND4!et!ND6).!En!2009,!une!étude!a!été!réalisée!chez!4!patients!
atteints!de!LHON!et!montre!une!diminution!de!la!quantité!de!protéine!OPA1!(Abu=Amero!et!al.!2010).!
Ainsi,! cette! étude! propose! pour! la! première! fois! l’implication! d’OPA1! dans! la! pathogenèse! de! la!
maladie!de!Leber.!Toutefois,!une!autre!étude,!réalisée!un!an!plus!tard!sur!une!plus!grande!cohorte!
de! patients! atteints! de! LHON,!montre! qu’il! n’y! a! pas! de! variant! pathogène! d’OPA1! (Hudson! et! al.!
2010).!De!même,!les!polymorphismes!nucléotidiques!d’OPA1!(rs166850!et!rs10451941)!ne!sont!pas!
ou!peu!retrouvés!chez!les!patients.!Ainsi,!aucune!association!entre!les!variants!génétiques!d’OPA1!et!
l’atteinte! visuelle! des! patients! LHON! n’a! pu! être! confirmée! par! cette! étude.! L’implication! d’OPA1!
dans!la!pénétrance!incomplète!de!la!maladie!de!Leber!est!donc!controversée.!!
II. 3. 2. Le glaucome 
! L’analyse! de! polymorphismes! du! gène! codant! OPA1! a! été! réalisée! chez! une! cohorte! de!
patients! atteints! de! glaucome! à! angle! ouvert,! dit! «!chronique!»! ou! POAG! (Primary! Open! Angle!
Glaucoma).!Cette!pathologie!touche!environ!60!millions!de!personnes!et!représente!la!seconde!cause!
de! cécité! dans! les! pays! développés! (Bunce! and!Wormald! 2006!;! Quigley! and! Broman! 2006).! Deux!
polymorphismes!(SNP!introniques!:!IVS8.4c>t!et!IVS8.32t>c)!ont!été!associés!au!risque!de!développer!
un!POAG!(Powell!et!al.!2003;!Yu=Wai=Man!et!al.!2010).!Toutefois,!les!polymorphismes!du!gène!OPA1!
peuvent! être! considérés! comme! facteurs! de! risques! pour! les! patients! atteints! de! POAG! avec! une!
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tension! intraoculaire! normale! (NTG),! et! non! une! hypertension! (HTG).! Ces! données! restent!
controversées! car! certaines! études! ne! retrouvent! pas! l’association! entre! les! SNP! d’OPA1! et! la!
pathologie! de! POAG! et! proposent! de! refaire! ces! analyses! sur! une! cohorte! plus! importante! de!
patients! (Liu! et! al.! 2007;! Yao! et! al.! 2006).! Une! autre! étude! réalisée! sur! les! souris! transgéniques!
modèles! de! la! pathologie! du! glaucome! montre! que! la! surexpression! d’OPA1! dans! l’œil,! par! des!
adénovirus,!améliore!la!survie!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!à!partir!de!deux!mois!après!le!
début! du! traitement! (Ju! et! al.! 2010).! Ainsi,! OPA1! pourrait! être! une! cible! potentielle! pour! ralentir!
l’apparition!des!symptômes!du!glaucome.!
II. 3. 3. OPA1 et cancer 
De! nombreuses! études! exposées! en! introduction,! dont! celles! menées! par! notre! équipe,!
montrent! que! la! protéine! OPA1! est! impliquée! dans! l’apoptose.! Ainsi,! la! diminution! d’OPA1! par!
interférence!ARN,!dans!des!cellules!humaines! issues!d’adénocarcinomes! (cellules!HeLa),! induit!une!
sensibilité!accrue!des!cellules!à!l’apoptose!(Olichon!et!al.!2007).!A&contrario,!la!surexpression!d’OPA1!
protège! les! cellules! cancéreuses! issues! d’adénocarcinomes! de! poumon! de! la! mort! induite! par! le!
Cisplatine!(Fang!et!al.!2012).!!
De! récents! travaux! ont! montré! que! le! traitement! de! cellules! issues! d’hépatocarcinomes!
humains! (HCC)! avec! une!molécule! pro=apoptotique,! le! Sorafenib,! induit! une! diminution! d’environ!
40!%!de!la!quantité!d’OPA1,!le!relargage!du!cytochrome!c!et!la!mort!des!cellules!par!apoptose.!Pour!
des!cellules!HHC!ayant!développé!une!résistance!à!l’apoptose,!le!Sorafenib!s’avère!inefficace.!Or,!la!
diminution!de!la!quantité!d’OPA1!par!interférence!ARN!permet!de!restaurer!la!sensibilité!des!cellules!
à! la! mort! induite! par! le! Sorafenib! (Zhao! et! al.! 2013).! OPA1!pourrait! ainsi! être! une! nouvelle! cible!
thérapeutique! pour! le! traitement! des! hépatocarcinomes,! en! complément! d’un! agent! pro=
apoptotique.!
Enfin,! l’aurilide,!une! autre! molécule! très! étudiée! pour! son! rôle! pro=apoptotique! dans! des!
cellules!cancéreuses!(cancer!de!la!prostate!ou!leucémie)!(Han!et!al.!2006),!accélère!le!clivage!d’OPA1,!
ce! qui! induit! la! fragmentation! des! organites,! la! désorganisation! des! crêtes! et! la! mobilisation! du!
cytochrome!c!(Sato!et!al.!2011).!
!
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II. 4. Les modèles in vitro et animaux de l’ADOA-1 
II. 4. 1. Les modèles in vitro : les cellules de patients atteints d’ADOA-1 
Les! modèles! in& vitro! les! plus! utilisés! dans! l’étude! des! dysfonctions! d’OPA1! sont! des!
fibroblastes! issus! de! biopsies! de! peau! de! patients! atteints! d’ADOA=1.! Le! réseau!mitochondrial! des!
fibroblastes!de!patients!est!normal!ou! fragmenté! (Amati=Bonneau!et!al.! 2009;!Olichon!et!al.! 2007;!
Spinazzi! et! al.! 2008;! Zanna! et! al.! 2008).! De! plus,! chez! certains! patients! atteints! d’ADOA=1,! la!
fragmentation!des!mitochondries!est! associée!à!des!défauts!de!distribution!de! l’organite!dans!des!
myotubes!(Spinazzi!et!al.!2008).!
La!perte!de!fonction!d’OPA1!n’induit!pas!de!déplétion!de!l’ADNmt!dans!les!cellules!issues!de!
patients.! Toutefois,! le!nombre!de! copies!d’ADNmt!est!diminué!dans!des! lymphocytes,! alors!que! le!
génome!mitochondrial!ne!semble!pas!altéré!dans!des!fibroblastes!(Kim!et!al.!2005;!Zanna!et!al.!2008).!
Néanmoins,!des!délétions!d’ADNmt!sont!observées!dans!des!cellules!musculaires!de!patients!atteints!
du!syndrome!«!ADOA=1!plus!»,!une!forme!syndromique!de!la!pathologie!qui!aboutit!à!des!atteintes!
extra=oculaires!(Amati=Bonneau!et!al.!2008;!Hudson!et!al.!2008).!!
La! respiration! cellulaire! est! diminuée! dans! des! fibroblastes! de! patients! (Agier! et! al.! 2012;!
Chevrollier!et!al.!2008).!La!production!d’ATP,!mesurée!dans!des!biopsies!de!muscle!de!patients,! se!
trouve! diminuée! en! comparaison! avec! le! groupe! contrôle! (Lodi! et! al.! 2004).! Or! ces! dérégulations!
restent! controversées! car! Spinazzi! et! ses! collaborateurs!montrent!qu’il! n’y!a!pas!de!différences!de!
production!d’ATP!et!de!potentiel!de!membrane!mitochondrial!dans!des!fibroblastes!issus!de!patients,!
comparativement! aux! cellules! contrôles! (Spinazzi! et! al.! 2008).! De! même,! dans! des! lignées!
lymphoblastoïdes! issues!de!leucocytes!de!patients,! la!respiration!mitochondriale!reste! identique!au!
contrôle! (Mayorov! et! al.! 2008)! (Figure! 17).! L’existence! et! la! nature! des! défauts! du! métabolisme!
oxydatif,!observé!chez!certains!patients!atteints!d’ADOA=1,!restent!encore!à!élucider.!
II. 4. 2. Les modèles invertébrés 
! Des! mutations! du! gène! eatZ3& chez! Caenorhabditis& Elegans,! codant! un! orthologue! de! la!
protéine!OPA1,!provoquent!une!fragmentation!des!mitochondries!et!une!hypersensibilité!des!vers!au!
stress! oxydant! (induit! par! le! paraquat)! sans! augmentation! de! la! mort! cellulaire! (Kanazawa! et! al.!
2008).! Chez! la! drosophile,! la! mutation! du! gène! dOPA1! à! l’état! homozygote! est! létale! au! stade!
embryonnaire,!tout!comme!chez!la!souris!(Yarosh!et!al.!2008).!Des!mutations!du!gène!dOPA1!à!l’état!
hétérozygote! chez! la! drosophile! provoquent! :! i)! une! augmentation! de! la! production! des! espèces!
actives!de!l’oxygène,!une!sensibilité!au!stress!oxydant,!ainsi!que!des!défauts!dans!l’activité!des!!
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Figure!17!–!Résumé!des!données!bibliographiques!concernant!le!métabolisme!oxydatif!dans!des!
modèles!cellulaires!et!animaux!de!l’ADOA;1!et!dans!des!tissus/cellules!issus!de!patients!
Pour! préciser,! les! cellules! notées! lymphoblastes! sont! en! réalité! des! lignées! lymphoblastoïdes!
issues! de! patients! atteints! d’ADOA=1.! Les! fibroblastes! ont! été! mis! en! culture! et! sont! issus! de!
biopsies! de! peau! de! patients.! Les! muscles! sont! issus! de! biopsies! de! patients! et! ont! été!
directement!analysés.!
!
                                                                                                                                              Introduction 
! 73!
complexes!II,!III!et!IV!de!la!chaîne!respiratoire,!ii)!une!morphologie!mitochondriale!fragmentée!dans!
le!cœur!et!les!muscles!squelettiques,!iii)!des!dysfonctions!de!la!vision!restaurées!par!des!traitements!
antioxydants!et!un!raccourcissement!de!la!durée!de!vie!des!mouches!(Shahrestani!et!al.!2009;!Tang!
et!al.!2009)!(Figure!17).!!
II. 4. 3. Les modèles vertébrés 
II. 4. 3. 1. Le poisson zèbre 
Plus!récemment,!un!modèle!de!poisson!zèbre!a!été!développé!pour!analyser!les!défauts!de!
développement!associés!à!la!perte!d’OPA1!(Rahn!et!al.!2013).!Cet!animal!possède!une!seule!version!
du! gène! OPA1,! déplété! par! l’utilisation! de! morpholinos! antisens.! Comme! attendu,! ces! mutants!
présentent!des!défauts!dans!la!morphologie!mitochondriale!qui!apparaît!fragmentée!dans!les!cellules!
musculaires.! Les! embryons! présentent! des! défauts! du! développement! tels! que!:! i)! des! yeux! plus!
petits!que!le!contrôle,!ii)!une!circulation!sanguine!anormale,!iii)!des!défauts!de!contraction!cardiaque!
et!iv)!le!ventricule!de!la!partie!postérieur!du!cerveau!agrandi.!De!plus,!les!individus!sont!plus!courts!
et! présentent! des! problèmes! de! locomotion,! suggérant! un! retard! de! croissance.! Enfin,! l’activité!
mitochondriale!a!été!mesurée!chez!ces!animaux!au!travers!de!la!respiration!cellulaire.!Les!différents!
états!respiratoires!(spontané!ou!maximal)!mesurés!sont!tous!plus!faibles!chez!les!poissons!mutants,!
quel!que!soit!le!nombre!d’heures!post=fertilisation!(24,!48!et!72hpf,&hour&postZfertilisation),!exceptée!
la!respiration!maximale!induite!par!le!FCCP!qui!est!comparable!aux!contrôles!(Figure!17).!Les!défauts!
énergétiques! mesurés! chez! les! poissons! déplétés! pour! OPA1! pourraient! notamment! expliquer! le!
retard!de!croissance!observé.!
II. 4. 3. 2. La souris B6;C3-Opa1329-355del 
L’équipe! de! Wissinger! B.! a! obtenu! une! souris! mutante! au! niveau! d’un! site! d’épissage!
(c.1065+5G>A)!du!gène!OPA1,!mutation!existant!chez!des!patients!(Alavi!et!al.!2007).!Cette!mutation!
provoque!un!saut!de!l’exon!10!durant!l’épissage!qui!génère!une!délétion!de!27!acides!aminés!dans!le!
domaine!GTPase!et!mène!à! l’instabilité!de! la!protéine!mutante!ne!laissant!que!50!%!de!la!protéine!
sauvage.!Les!souris!homozygotes!pour!cette!mutation!montrent!un!retard!de!développement!à!E8,5!
et! les! embryons!meurent! avant!d’atteindre! le! stade!embryonnaire!E12,5.! Les! souris!hétérozygotes!
Opa1+/Z!sont!viables!et!les!axones!du!nerf!optique!apparaissent!désorganisés!et!leur!nombre!diminué,!
dès! la! naissance! (Alavi! et! al.! 2007).! À! 8! mois,! les! souris! hétérozygotes! Opa1+/Z! présentent! des!
mitochondries! fragmentées! et! des! crêtes! mitochondriales! déstructurées! dans! les! axones! du! nerf!
optique,!qui!sont!de!plus!démyélinisés.!La!perte!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!(CGR)!n’est!
visible!chez! les! souris!qu’à!partir!du!13ème!mois!et!devient!massive!à!17!mois.!Des!défauts!électro=
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physiologiques!visualisés!par!l’étude!des!potentiels!visuels!évoqués!ne!sont!détectés!chez!les!souris!
mutantes! qu’à! partir! de! 20!mois.! Enfin,! à! 21!mois,! les! souris! présentent! une!masse! adipeuse!plus!
faible!que!les!souris!contrôles!et!à!22!mois!elles!ont!une!diminution!de! leurs!activités! locomotrices!
(Figure!16).!!
! Les! capacités! cardiaques!de! la! souris!Opa1+/Z! ont!été!étudiées!par!Caffin! F.! et! collègues!en!
2012! (Piquereau! et! al.! 2012).! La! diminution! de! la! protéine! OPA1! a! des! conséquences! sur! la!
morphologie!du!réseau!mitochondrial!dans!les!cellules!cardiaques.!La!masse!mitochondriale!n’est!pas!
affectée!mais!de!nombreux!amas!de!mitochondries!sont!observés!dans!la!cellule!et!elles!présentent!
une! plus! grande! hétérogénéité! de! forme! et! de! taille,! ainsi! que! des! crêtes! altérées.! La! diminution!
d’OPA1! a! peu! de! conséquences! sur! les! propriétés! oxydatives! des! mitochondries! des! cellules!
cardiaques,!que!ce!soit!sur!le!plan!des!capacités!respiratoires!ou!sur!le!couplage!entre!oxydation!et!
phosphorylation.! Enfin,! en! conditions! physiologiques,! les! souris! Opa1+/Z! possèdent! une! fonction!
cardiaque! identique!et!une! fréquence!cardiaque!normale.!Toutefois,! lors!d’un! stress!pathologique,!
tel! que! l’induction! d’une!hypertrophie! cardiaque!par! constriction! chirurgicale! de! l’aorte,! les! souris!
mutantes! présentent! une! hypertrophie! plus! élevée! et! des! altérations! plus! sévères! de! la! fonction!
cardiaque.!!
II. 4. 3. 3. La souris B6;C3-Opa1Q285STOP 
Le!second!modèle!d’haploinsuffisance!de!la!pathologie!ADOA=1!est!une!souris!transgénique!
possédant! une!mutation! non! sens! (Q285X)! qui! provoque! la! troncation! de! la! partie! de! la! protéine!
située!au!début!du!domaine!GTPase!et!codée!par!l’exon!8!(Davies!et!al.!2007).!Comme!la!précédente,!
cette!mutation!entraîne! la!diminution!de!moitié!de! la!quantité!de! la!protéine!OPA1.!Les!embryons!
homozygotes! présentent! au! stade! E9,5! un! retard! de! croissance! et! meurent! au! stade! E13,5.! En!
revanche,!les!souris!hétérozygotes!sont!viables!et!fertiles.!Les!explants!de!muscles!des!souris!Opa1+/=!
montrent!une!augmentation!des!mitochondries!fragmentées.!La!perte!des!CGR!débute!tardivement!
au!stade!adulte!vers!9!mois!et!atteint!son!maximum!à!24!mois.!L’étude!de!coupes!organotypiques!de!
rétine! révèle,! dès! 10! mois,! une! atrophie! de! l’arborescence! dendritique! des! CGR! de! souris!
hétérozygotes,! alors! que! les! effets! cliniques! ne! se! déclarent! qu’à! partir! du! 12ème! mois.! La!
dendropathie! touche! spécifiquement! les! neurones! ON! de! la! sublamina! b,! qui! connectent!
directement!le!thalamus,!et!ne!touche!pas!les!neurones!OFF!de!la!sublamina!a,!connectés!au!cortex.!
La! sublamina!b!de! la! couche! interne!plexiforme! fonctionne!via! des! synapses!glutamatergiques!des!
neurones!bipolaires!et!demande!plus!d’énergie!alors!que! la! sublamina!a!est!également!en!contact!
avec!les!cellules!amacrines!GABAergiques,!qui!sont!moins!demandeuses!en!énergie!et!agissent!à!une!
différence!de!potentiel!proche!de!l’équilibre!du!chlore!(Mattson!and!Magnus!2006).!Les!axones!sont!
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démyélinisés! très! tardivement,! au! 24ème! mois,! toutefois,! le! nombre! d’axones! reste! constant! et!
comparable!aux!souris!contrôles!(Davies!et!al.!2007;!White!et!al.!2009)!(Figure!16).!
II. 4. 3. 4. La souris Opa1delTTAG 
! Récemment,!l’équipe!de!Lenaers!G.!a!généré!une!nouvelle!souris!transgénique!porteuse!de!la!
mutation!OPA1delTTAG,!détectée!dans!environ!30!%!des!patients!atteints!d’ADOA=1!(Sarzi!et!al.!2012).!
Cette!mutation!conduit!à!la!délétion!des!58!derniers!acides!aminés!sur!tous!les!variants!d’OPA1,!ce!
qui! entraîne! la! dégradation! de! la! dynamine! et! donc! un! phénomène! d’haploinsuffisance.! Les!
embryons!homozygotes!meurent!au!stade!E10,5.!En!revanche,!les!souris!hétérozygotes!présentent!la!
même!espérance!de!vie!que!les!souris!homozygotes!sauvages!de!la!même!portée.!Comme!attendu,!
les!mitochondries!apparaissent! fragmentées!dans! les! fibroblastes!et! les! cellules!de!Müller! (cellules!
gliales!de!la!rétine)!des!souris!mutantes.!Les!électrorétinogrammes!ne!révèlent!pas!de!réels!défauts!
dans! les! souris! mutantes,! toutefois! elles! présentent! une! dégénérescence! axonale! et! une!
démyélinisation!prématurée!de!ces!axones!à!partir!du!5ème!mois,!ainsi!qu’une!diminution!du!nombre!
de!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!d’environ!40!%!à!9!mois!et!50!%!à!16!mois.!Contrairement!au!
phénotype! humain! associé! à! cette! mutation,! responsable! d’une! atrophie! optique,! les! souris!
présentent!une!forme!syndromique!de! la!pathologie!dite!«!ADOA=1!plus!»!avec!des!atteintes!extra=
oculaires.! En! effet,! dès! 5! mois! les! souris! commencent! à! avoir! des! problèmes! d’audition! et! sont!
sévèrement! sourdes! à! 11! mois.! De! même,! les! souris! développent,! à! partir! du! 5ème! mois,! des!
problèmes!locomoteurs!qui!pourraient!être!le!signe!d’une!neuropathie!périphérique!ou!d’une!ataxie.!
L’activité!de!la!cytochrome!c!oxydase!(COX,!complexe!IV),!mesurée!à!5!mois!et!11!mois!dans!la!rétine,!
le!nerf!optique!et!les!muscles!glycolytiques,!est!diminuée!dans!les!souris!mutantes,!ce!qui!témoigne!
d’un! dysfonctionnement! du! métabolisme! mitochondrial.! De! plus,! les! souris! présentent! une!
encéphalopathie,! une! neuropathie! périphérique! et! une! cardiomyopathie,! avec! des! défauts!
d’organisation!des!fibres!musculaires!(Figure!16).!
 
!  
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III. L’état redox : un équilibre entre Espèces Actives de 
l’Oxygène et défenses antioxydantes 
III. 1. Les Espèces Actives de l’Oxygène 
III. 1. 1. Réactions d’oxydo-réduction et état redox 
L’état! d’oxydo=réduction! (redox)! reflète! un! équilibre! dynamique! entre! l’oxydation! et! la!
réduction! de! molécules! dans! la! cellule.! L’oxydation! !correspond! à! une! perte! d’électrons! et! la!
réduction!à!un!gain!d’électrons.!Une!molécule!est!oxydante!quand!elle!a!la!possibilité!de!gagner!un!
électron,!elle!passe!alors!d’un!état!oxydé!à!un!état! réduit.!Une!molécule!réductrice!est!capable!de!
céder! un! électron,! elle! passe! donc! d’un! état! réduit! à! un! état! oxydé.! Ainsi! les! réactions! redox!
correspondent! à! un! processus! de! transfert! des! électrons.! Les! deux! états,! réduit! et! oxydé,! d’une!
même!molécule! forment!un!couple! redox!avec!un!potentiel! redox!qui! leur!est!propre,!noté!E°.!Un!
agent! réducteur! puissant! possède! un! potentiel! redox! négatif! alors! qu’un! agent! oxydant! puissant!
présente!un!potentiel!redox!positif.!En!présence!de!deux!couples!redox,! le!transfert!d’électrons!est!
possible!dans!le!sens!croissant!des!E°.!
Le! potentiel! redox! intracellulaire! est! la! résultante! de! l’état! redox! (rapport! des! formes!
oxydées! et! réduites! d’un! couple! redox)! de! couples! prépondérants! dans! la! cellule! comme! le!
glutathion.! L’oxydation!de! faibles!quantités!de! glutathion! réduit! (GSH)! en! glutathion!oxydé! (GSSG)!
peut!changer!ce!rapport!et!donc!l’état!redox!général!de!la!cellule.!D’autres!couples!redox!tels!que!les!
quinones!ou!la!vitamine!E!conditionnent!l’état!redox!du!glutathion!lui=même.!!
III. 1. 2. Définition et nature des Espèces Actives de l’Oxygène 
Les!Espèces!Actives!de! l’Oxygène!(EAO)!sont!des!espèces!dérivées!de! l’oxygène!sous! forme!
de! radicaux! libres! ou! de! molécules! (Calderon! and! Roberfroid! 1988.;! Gomez=Cabrera! et! al.! 2012;!
Gutteridge!1994;! Liu!et! al.! 2014;!Venditti! et! al.! 2013)! (Figure!18!A).!Un! radical! libre!peut!être!une!
molécule!ou!un!atome!neutre!ou!chargé,!qui!a! la!particularité!de!porter!un!électron!célibataire!(ou!
non! apparié)! sur! sa! couche! externe.! Cette!molécule,! généralement! instable,! est! capable! de! réagir!
plus! ou! moins! rapidement! avec! d’autres! molécules! environnantes!:! en! arrachant! un! électron!
(réduction)!ou!en!cédant!un!électron!(oxydation).!Ces!réactions!radicalaires!conduisent!souvent!à!la!
formation!d’un!nouveau! radical,! phénomène!pouvant! se! propager! par! des! réactions! en! chaîne.! La!
molécule!d’oxygène!possède!deux!électrons!non!appariés!sur!sa!couche!externe!et!a!tendance!à!!
! !
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Figure!18!–!Nature!et!production!des!Espèces!Actives!de!l’oxygène!(EAO)!
(A)!Tableau!qui!résume!les!principales!Espèces!Actives!de!l’Oxygène!présentes!dans!la!cellule.!Les!
espèces!dérivées!de!l’oxyde!nitrique!(NO)!ne!sont!pas!mentionnées!ici.!(B)!Tableau!qui!indique!la!
localisation!intracellulaire!et!les!molécules!impliquées!dans!la!production!des!EAO.!!
Pour&revue&Nickel&A.&et&al.,&2014.!
!
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accepter!les!électrons!un!par!un.!Ces!réductions!mono=électroniques!de!l’oxygène!donnent!naissance!
à!différentes!EAO!dont!les!principales!sont!décrites!ci=dessous.!
L’anion!superoxyde! (O2.;)!est! le!premier!radical!produit!par!la!réduction!mono=électronique!
de! l’oxygène.! Cette!molécule! a! une! demi=vie! très! courte.! Elle! est! peu! diffusible!mais! constitue! le!
précurseur! d’autres! EAO,! comme! le! peroxyde! d’hydrogène! (H2O2).! O2.=! peut! également,! en!
compétition!avec!la!réaction!de!dismutation,!oxyder!les!agrégats!Fer=Souffre!des!déshydratases.!
Le!peroxyde!d’hydrogène!(H2O2)!est!produit,!en!parallèle!de!l’oxygène,!lors!de!la!dismutation!
spontanée! de! l’anion! superoxyde! avec! des! protons.! Cette! molécule! est! plus! stable! et! diffuse!
librement! dans! les! milieux! aqueux! et! lipidiques.! H2O2! n’est! pas! réellement! un! radical! mais! par!
réduction! mono=électronique,! il! donne! naissance! à! un! des! radicaux! les! plus! réactifs,! le! radical!
hydroxyle.!
Le! radical!hydroxyle! (.OH)!peut!être!produit!suite!à!de!nombreuses!réactions!:! i)! la!scission!
homolytique! de! la! liaison! =O=O=! de! l’H2O2! qui! donne! 2! .OH,! ii)! la! réaction! de! Fenton! induit,! en!
présence!d’ions!ferreux!(Fe2+)!et!de!peroxyde!d’hydrogène,!la!formation!d’ions!ferriques!(Fe3+)!et!de!
radical!hydroxyle,! iii)! la! réaction!d’Haber!Weiss!qui!donne!naissance!à! cette!molécule!en!présence!
d’O2.=!et!d’H2O2!et!enfin,!iv)!ce!radical!peut!être!généré!par!la!réaction!du!monoxyde!d’azote!(NO.)!et!
de! O2.=! dans! certains! types! cellulaire! (cellules! endothéliales,! neurones,! macrophages).! Le! radical!
hydroxyle! a! une! très! grande! réactivité! et! oxyde! pratiquement! toutes! les! molécules! avoisinantes!
comme!les!acides!nucléiques,!les!protéines,!les!acides!gras!polyinsaturés!et!les!glucides.!
Les! radicaux! alkyles! (R.)! et! peroxyles! (ROO.)! sont!générés!par! l’action!oxydante!du! radical!
hydroxyle! sur! les! acides! gras!polyinsaturés.!Ces! réactions!en! chaînes! sont!donc! responsables!de! la!
peroxydation!lipidique.!!
L’oxyde! nitrique! (NO)! est! synthétisé! à! partir! de! la! L=arginine! et! de! l’oxygène! par! les! NO!
synthases!(NOS)!dans!la!plupart!des!cellules!de!mammifères.!Cette!famille!d’enzymes!comprend!les!
isoformes!nNOS!(neuronal!NOS!ou!NOS1),!iNOS!(inducible!NOS!ou!NOS2)!et!eNOS!(endothelial!NOS!
ou!NOS3).!En!plus!de!ces!trois!isoformes!cytoplasmiques,!les!cellules!de!mammifères!expriment!une!
isoforme!mtNOS!(mitochondrial!NOS)!au!niveau!de!la!mitochondrie.!!
!
III. 2. Origines des EAO dans la cellule 
! Les!origines!des!EAO!sont!résumées!dans!le!tableau!B!de!la!figure!18.!
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III. 2. 1. La mitochondrie 
La!mitochondrie!est!le!site!majeur!de!production!cellulaire!des!EAO.!En!effet,!dans!les!cellules!
non! phagocytaires,! elle! représente! le! siège! de! 80!%! de! la! production! intracellulaire! d’EAO! totaux!
(Turrens! 2003).! Une! faible! proportion,! 2! à! 6! %,! de! l’oxygène! n’est! pas! totalement! transformé! en!
molécules! d’eau! par! la!mitochondrie,! donnant! lieu! à! une! réduction!mono=électronique! de! l’O2! en!
anion!superoxyde!(Dröge!2002;!Gomez=Cabrera!et!al.!2012;!Turrens!1997;!Turrens!2003).!
III. 2. 1. 1. Site de production des EAO 
Les! sites! principaux! responsables! de! la! production! mitochondriale! des! EAO! sont! les!
complexes! I,! II! et! III! de! la! chaîne! respiratoire.! La! part! respective! de! chacun! des! complexes!
dépendrait! du! type! cellulaire,! des! substrats! disponibles! et! des! conditions! expérimentales! (Popa=
Wagner!et!al.!2013;!Ray!et!al.!2012).!Le!complexe!I,!qui!contrôle!majoritairement!la!respiration!et!la!
production!d’ATP!dans! le! cerveau,! est! considéré! comme!un! site!majeur! de! la! production!des! EAO!
dans! ce! tissu! (Davey! et! al.! 1998;! Robinson! et! al.! 1998;! Schapira! 1998).! Cette! production! se! fait!
majoritairement! lors! du! transport! reverse! des! électrons,! du! succinate! (complexe! II)! vers! le! NAD+!
(complexe! I)! (Liu! et! al.! 2002;! Selivanov! et! al.! 2011;! Turrens! and! Boveris! 1980;! Votyakova! and!
Reynolds! 2001).! La! production! de! l’anion! superoxyde! au! niveau! du! complexe! I! serait! due! i)! à!
l’addition!directe!d’un!électron!à!l’oxygène!par!l’un!des!7!centres!Fe=S!qui!composent!ce!complexe,!
ou!ii)!de!manière!indirecte!lors!de!la!réduction!des!semiquinones.!Le!groupement!prosthétique!FMN!
(Flavine!MonoNucléotide)!serait!également!capable!de!générer!l’anion!superoxyde!(Liu!et!al.!2002).!!
Le! complexe! III! est! responsable!de! la! production!d’O2.=! par! l’intermédiaire!du! coenzyme!Q!
sous! sa! forme! ubisemiquinone,! comme! il! a! été! montré! lors! d’analyses! réalisées! dans! le! tissu!
cardiaque!de!rat!(Turrens!et!al.!1985).!!
Certains! travaux!ont! récemment! révélé!que!des!EAO!pouvaient!également!être!générées!à!
partir!du!complexe! II.!C’est! le!cas!chez! les!plantes! (Gleason!et!al.!2011)!ou! lors!de! la! formation!de!
tumeurs!de!manière!contrôlée!par!le!facteur!HIF=1alpha!(Guzy!et!al.!2005).!
III. 2. 1. 2. Modulation de la production des EAO mitochondriales 
La!production!d’O2.=!par!les!complexes!I,!II!et!III!est!un!processus!non!enzymatique,!contrôlé!
par!la!loi!d’action!de!masse.!Elle!dépend!de!la!concentration!en!oxygène!et!de!l’état!de!réduction!des!
transporteurs! de! la! chaîne! respiratoire.! La! concentration! en! oxygène! a! un! effet! direct! sur! la!
production!de!radicaux!libres.!Une!hyperoxie!(à!partir!de!60!%!d’oxygène)!induit!une!augmentation!
de!la!quantité!de!ces!molécules!réactives!(Turrens!et!al.!1985;!Turrens!et!al.!1982).!En!suivant!la!loi!
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d’action!de!masse,!lors!d’une!hypoxie!(1!à!5!%!d’oxygène),!la!production!d’EAO!devrait!être!diminuée.!
Or,! de! façon! surprenante,! de! nombreuses! études! montrent! une! augmentation! de! la! production!
d’EAO!par!la!mitochondrie!(principalement!le!complexe!III)!(Guzy!et!al.!2005;!Li!et!al.!2012;!Schroedl!
et!al.!2002).!Toutefois,!en!anoxie!(0!à!0,5!%),!la!production!d’EAO!diminue!(Schroedl!et!al.!2002).!De!
nombreuses! hypothèses! ont! été! soulevées,! comme! par! exemple! l’implication! d’une! signalisation!
faisant!intervenir!le!monoxyde!d’azote!(NO)!(Cooper!and!Davies!2000).!En!hypoxie,!le!NO!inhiberait!
le! complexe! IV! ce! qui! augmenterait! l’état! de! réduction! des! complexes! en! amont! et! donc! la!
production!d’anion!superoxyde.!
Lors!d’un!apport!excessif!de!substrats!par!rapport!aux!réels!besoins!énergétiques!de!la!cellule!
(rapport!ATP/ADP!élevé),! l’arrivée!massive! d’électrons! sans! dissipation! du! potentiel! de!membrane!
par!l’ATP!synthase!peut!être!à!l’origine!d’une!surproduction!d’EAO.!Ainsi,!l’hyperglycémie!augmente!
la!production!d’EAO!(Nishikawa!et!al.!2000).!!
Des!molécules! endogènes!ou!des! agents!pharmacologiques! comme! la! roténone! (inhibiteur!
du!complexe! I),! le!malonate! (inhibiteur!du!complexe! II),! l’antimycine!ou! le! céramide! (inhibiteur!du!
complexe! III),! le! monoxyde! d’azote! ou! le! cyanure! (inhibiteurs! du! complexe! IV),! ou! l’oligomycine!
(inhibiteur! du! complexe! V),! sont! utilisés! pour! augmenter! la! production! d’EAO! (García=Ruiz! et! al.!
1997;!Kumar!et!al.!2013;!Moncada!and!Bolaños!2006;!Papa!et!al.!2000;!Xiong!et!al.!2012).!Ces!agents!
permettent!de!mimer!un!stress!oxydant!et!d’étudier!les!effets!de!ce!processus!délétère!sur!la!cellule.!
À!l’inverse,!diminuer!de!façon!modérée!le!potentiel!de!membrane!permet!de!diminuer!la!production!
d’O2.=!:!c’est!la!théorie!du!mild!uncoupling!(Shabalina!and!Nedergaard!2011;!Skulachev!1996).!En!effet,!
lors! d’un! découplage! modéré! entre! le! fonctionnement! de! la! chaîne! respiratoire! et! celui! de! l’ATP!
synthétase,! les! transporteurs!d’électrons! sont!dans!un!état!plutôt!oxydé!et! la!production!d’O2.=!est!
faible.! Les! protéines! découplantes! UCP! (UnCoupling! Protein),! insérées! dans! la! membrane! interne!
mitochondriale,!permettent!de!faire!transiter!les!protons!de!l’espace!intermembranaire!à!la!matrice,!
sans!générer!de!l’ATP,!et!sont!ainsi!capables!de!moduler!la!production!d’EAO!(Nègre=Salvayre!et!al.!
1997).!Ainsi,!les!animaux!génétiquement!invalidés!pour!le!gène!UCP3!présentent!des!signes!de!stress!
oxydant! notables! (Vidal=Puig! 2000).! De! même,! des! agents! pharmacologiques,! comme! le! FCCP!
(Carbonyl! cyanide=p=trifluoromethoxyphenylhydrazone)! ou! le! CCCP! (Carbonyl! cyanide! m=
chlorophenyl!hydrazone),!activent!la!chaîne!respiratoire!jusqu’à!son!maximum,!entraînent!une!chute!
du! potentiel! de!membrane!mitochondrial! et! une! diminution! des! EAO.! Cependant,! ces! molécules,!
entraînant!un!découplage!sévère,!peuvent!induire!des!phénomènes!de!mitophagie!pour!éliminer!les!
mitochondries!endommagées!(Feng!et!al.!2013;!Narendra!et!al.!2008;!Otera!et!al.!2013;!Perkins!et!al.!
2009).!!
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III. 2. 2. Les sources non mitochondriales 
Les! NADP(H)! oxydases,! ou! NOX,! sont! des! enzymes! membranaires! qui! produisent! l’anion!
superoxyde!à!partir!de!deux!molécules!d’oxygène!et!d’un!équivalent!réduit,!le!NADPH.!Des!isoformes!
phagocytaires! qui! interviennent! dans! les! processus! d’inflammation! font! l’objet! d’une! abondante!
littérature!(Kleikers!et!al.!2012;!Kobayashi!et!al.!2001;!Lambeth!and!Neish!2014;!Paclet!et!al.!2007;!
Sedeek!et!al.!2013).!La!NADPH!oxydase!neuronale!contribue!à!la!signalisation!neuronale,!à!la!mise!en!
place! de! processus! mnésiques! ainsi! qu’à! la! formation! des! neurites! induite! par! le! facteur! de!
croissance!NGF!(Brennan!et!al.!2009;!Ibi!et!al.!2006;!Tejada=Simon!et!al.!2005).!Certaines!isoformes!
ont!été!impliquées!dans!les!maladies!neurodégénératives.!!
Les!cytochromes!P;450!monooxygénases!sont!localisées!dans!le!réticulum!endoplasmique!et!
participent!à!la!détoxification!de!molécules!xénobiotiques!(pesticides,!polluants,!anesthésiques).!Les!
substrats! difficilement! oxydables! par! le! cytochrome! P=450! entraînent! la! production! d’anion!
superoxyde!(Martiny!and!Miteva!2013;!Renault!et!al.!2014).!!
Les! oxydases! produisent,! à! partir! de! l’oxygène! moléculaire,! l’anion! superoxyde! lors! de!
réactions!cataboliques.!Les!oxydases!se!situent!principalement!dans!les!péroxysomes!(péroxydases),!
dans! le! cytosol! (xantine! oxydase)! et! à! la! membrane! externe! des! mitochondries! (monoamines!
oxydases).! Ces! dernières! sont! impliquées! dans! le! catabolisme! des! monoamines! (dopamine,!
noradrénaline,!sérotonine,!…)!(Bansal!and!Kanwar!2013;!Cantu=Medellin!and!Kelley!2013).!!
La! lipoxygénase! et! la! cyclooxygénase! qui! synthétisent! les! eïcosanoïdes! (leucotriènes,!
prostaglandines,! prostacyclines,! thromboxanes)! à! partir! de! l’acide! arachidonique,! produisent!
également! des! EAO! tels! que! le! radical! hydroxyle! ou! des! ROO.! (Kawamura! et! al.! 2014;! Krieg! and!
Fürstenberger!2014).!
!
III. 3. Les défenses antioxydantes : systèmes de gestion directe des EAO 
Afin!d’éviter!de!basculer!dans!un!état!de!stress!oxydant,!la!cellule!est!dotée!d’un!système!de!
gestion!des!EAO!qui!limite!leur!concentration.!Il!existe!différents!antioxydants!de!nature!variable,!qui!
agissent!soit!en!inhibant!la!formation!des!EAO,!soit!en!les!piégeant,!en!les!métabolisant!ou!encore!en!
réparant!les!dommages!oxydatifs!occasionnés.!
!  
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Figure!19!–!Système!de!détoxification!directe!des!EAO!par!les!enzymes!antioxydantes!
Ce!schéma!résume! les! réactions!enzymatiques!qui!aboutissent! à! la!détoxification!complète!des!
Espèces!Actives!de!l’Oxygène!(EAO)!(notées!en!rouge).!Les!3!enzymes!principales!(notées!en!vert)!
sont! les! superoxydes! dismutases! (SOD1,! 2! et! 3),! la! catalase! et! la! glutathion!peroxydase! (GPX).!
Cette! dernière! fait! intervenir! le! glutathion! sous! sa! forme! réduite! (GSH)! et! oxydée! (GSSG),! le!
principal!piégeur!d’EAO!de!la!cellule.!En!parallèle,!plusieurs!réactions!moléculaires!peuvent!avoir!
lieu!à!partir!de!dérivés!oxygénés,!comme!la!réaction!de!Fenton!et!d’Haber!Weiss!qui!aboutissent!
à! la! production! du! radical! hydroxyle,! le! plus! réactif! et! donc! le! plus! délétère! pour! la! cellule.!
D’autres! réactions! à! partir! de! radicaux! oxygénés! et! de! l’oxyde! nitrique! (NO)! aboutissent! à! de!
nombreuses!espèces!nitrosées!dont!le!peroxynitrate!(ONOO.).!
!
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III. 3. 1. Les enzymes 
Plusieurs! enzymes! dégradent! directement! les! EAO! (Liochev! 2013;! Matés! and! Sánchez!
Jiménez!1999;!Tokarz!et!al.!2013)!(Figures!19!et!20).!!
Les!superoxydes!dismutases!(SOD)!(Huang!et!al.!2012;!McCord!and!Fridovich!1969a,!McCord!
and! Fridovich! 1969b;! Milani! et! al.! 2013),! assurent! la! dismutation! de! l’anion! superoxyde! (O2.=)! en!
peroxyde! d’hydrogène! (H2O2)! et! oxygène! (O2).! Trois! isoformes! de! la! SOD! sont! présentes! chez!
l’homme! :! SOD1! et! SOD3! (dépendantes! des! ions! cuivre/zinc)! et! SOD2! (dépendante! des! ions!
manganèse).!La!SOD3!est!extracellulaire!:!elle!est!présente!dans!les!espaces!interstitiels!et!les!fluides!
extracellulaires!tels!que!le!plasma!sanguin!et!la!lymphe!(Matés!and!Sánchez=Jiménez!1999;!Qi!et!al.!
2004).!La!SOD2!est!localisée!uniquement!dans!la!matrice!mitochondriale.!La!SOD1!est!présente!dans!
le!cytosol!et!dans!l’espace!intermembranaire!des!mitochondries.!L’action!des!SOD!peut!être!couplée!
à!celle!d’enzymes!décomposant!le!peroxyde!d’hydrogène!:!la!catalase!et!les!glutathion!peroxydases!
(Figures!19!et!20).!!
La! catalase! est! une! enzyme! héminique,! qui! décompose! H2O2! en! eau! et! en! oxygène.! Son!
activité!est!inhibée!en!présence!d’une!concentration!en!H2O2!supérieure!à!100!µM.!Elle!est!présente!
dans!les!peroxysomes!et!dans!les!mitochondries!(Figures!19!et!20)!(Sies!2014).!!
Les! glutathion! peroxydases! (GPx),! enzymes! à! sélénium,! décomposent! H2O2! en! eau! et! en!
oxygène,!et!les!hydroperoxydes!(ROOH)!en!eau!et!alcool,!en!présence!de!glutathion!réduit!(GSH).!La!
GPx1,!présente!dans!le!cytosol!et!la!matrice!mitochondriale,!joue!un!rôle!majeur!dans!la!plupart!des!
tissus.! La! GPx2,! cytoplasmique,! a! une! expression! tissulaire! très! faible,! mis! à! part! dans! le! tractus!
gastro=intestinal.! L’isoforme! GPx3! est! essentiellement! présente! dans! le! plasma.! Enfin,! l’isoforme!
GPx4,! appelée! aussi! hydroxyperoxyde! glutathion!peroxydase,! exerce! son!action! spécifiquement! au!
niveau! des! membranes! cellulaires,! en! réduisant! les! hydroperoxydes! du! cholestérol! et! des!
phospholipides!présents!dans! les!membranes!(Figures!19!et!20)!(Matés!and!Sánchez=Jiménez!1999;!
Srikanth!et!al.!2013;!Tokarz!et!al.!2013).!
L’importance!de!ces!enzymes!antioxydantes!dans!la!gestion!des!EAO!est!clairement!mise!en!
évidence!par!le!phénotype!des!animaux!transgéniques!invalidés!pour!les!gènes!correspondants.!Ainsi,!
les! souris! invalidées!pour! le!gène!SOD2! (Sod2=/=)!présentent!une! létalité!néonatale!associée!à!une!
cardiomyopathie,!une!accumulation!massive!de!lipides!dans!le!foie!et!des!diminutions!drastiques!de!
l’activité! d’enzymes! mitochondriales! contenant! des! agrégats! Fe=S! (aconitase,! succinate! et! NADH!
déshydrogénases)!(Li!et!al.!1995).!Une!étude!sur!des!souris!hétérozygotes!Sod2+/=!âgées!de!3!mois,!
montre!des!signes!de!dommages!oxydatifs!de!l’ADN!mitochondrial,!une!altération!du!rendement!!
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Figure!20!–!Localisation!intra;!et!extracellulaire!des!enzymes!antioxydantes!
Les!principales!enzymes!antioxydantes!sont!les!superoxydes!dismutases!(SODs),!la!catalase!et!les!
glutathions! peroxydases! (GPx).! Il! existe! 3! isoformes! de! SODs! localisées! dans! différents!
compartiments! :! SOD1! (cytosol! et! espace! intermembranaire! mitochondrial),! SOD2! (matrice!
mitochondriale)! et! SOD3! (extracellulaire).! GPx! est! présent! sous! 4! isoformes! :! GPx1! (cytosol! et!
matrice),!GPx2! (cytosol),!GPx3! (extracellulaire)! et!GPx4! (membrane! plasmique).! La! catalase! est!
présente!dans!deux!compartiments!:!les!peroxysomes!et!la!mitochondrie.!
!
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bioénergétique! et! de! la! respiration! mitochondriale.! L’augmentation! de! l’apoptose! conduirait! à! la!
senescence!tissulaire!et!au!vieillissement!prématuré!de!ces!souris!(Kokoszka!et!al.!2001).!Les!souris!
inactivées!pour!le!gène!codant!la!catalase!ont!un!développement!normal!mais!présentent!toutefois!
des!signes!de!sensibilité!au!stress!oxydant!(Ho!et!al.!2004).!De!même,!les!souris!déficientes!pour!le!
gène!codant!la!GPx1!(GPx1=/=)!sont!viables.!Une!augmentation!des!hydroperoxydes!lipidiques!dans!le!
foie!est!observée!chez!ces!souris!et! les!mitochondries!du!foie!produisent!4!fois!plus!d’H2O2!que! les!
mitochondries!des!animaux!contrôles!(Esposito!et!al.!2000;!De!Haan!et!al.!2004).!De!plus,!ces!souris!
présentent!une!diminution!de!20!%!du!poids!corporel! s’expliquant!probablement!par!un! retard!de!
croissance!dû!au!stress!oxydant.!!
III. 3. 2. Les molécules « piégeurs » 
Les! principaux! systèmes! antioxydants! non! enzymatiques! de! la! cellule! sont! le! plus! souvent!
lipophiles! (vitamine! E,! coenzyme! Q! ou! ubiquinone! et! caroténoïdes)! ou! hydrophiles! (vitamine! C,!
glutathion).! Sous! leur! forme! réduite! respective,! ces!molécules! sont! capables!de!piéger!de!manière!
plus! ou!moins! efficace,! les! radicaux! libres! (O2.=,! .OH! et! ROO.).! Ces!molécules! peuvent! provenir! de!
l’alimentation! comme! les! vitamines! C! et! E! ou! les! caroténoïdes! et! peuvent! également! être!
synthétisées! par! l’organisme! (glutathion,! coenzyme! Q)! (Ashor! et! al.! 2014;! Bolhassani! et! al.! 2014;!
Brandmeyer!et!al.!2014;!Carvalho!et!al.!2014;!Rizvi!et!al.!2014).!
Le!coenzyme!Q,!localisé!dans!les!membranes!biologiques,!agit!comme!piégeur!d’EAO!sous!sa!
forme! réduite,! et! comme! transporteur! d’électrons! pour! la! chaîne! respiratoire! où! il! constitue! une!
source!essentielle!d’anion!superoxyde.!!
L’acide! α;lipoïque,!molécule! amphiphile! et! coenzyme! nécessaire! à! l’activité! de! différentes!
enzymes! (complexe!pyruvate! décarboxylase),! est! aussi! un! excellent! piégeur! de! la! plupart! des! EAO!
(Packer!et!al.!1995).!!
Le!glutathion!est!un!tripeptide!(glutamate,!cystéine,!glycine)!présent!dans!toutes!les!cellules!
eucaryotes.!Le!rôle!antioxydant!du!glutathion!est!lié!à!la!présence!d’un!groupement!thiol!–SH!sur!le!
glutathion!réduit!(GSH).!Le!couple!GSH/GSSG!est!le!principal!couple!redox!des!cellules!eucaryotes!et!
protège! les! cellules! des! dommages! oxydatifs! induits! par! les! EAO.! Il! est! le! maillon! essentiel! de! la!
régulation! de! la! présence! de! ponts! disulfure! (=S=S=)! sur! les! chaînes! peptidiques.! Le! GSH! est! le!
cofacteur! spécifique! des! GPx,! qui! ont! pour! rôle! de! réduire! H2O2! ou! les! ROOH! en! eau! et! ROH!
respectivement!(Figure!19).!Le!GSH!est!lui=même!piégeur!de!radicaux!libres!tels!que!les!radicaux!O2.=,!
êOH!et!ROO..!La!régénération!du!GSH!à!partir!du!GSSG!est!réalisée!par!la!glutathion!réductase!(GR)!en!
présence!de!NADPH,!H+.! Le! stockage! cellulaire!du! glutathion! se! fait! pour! 90! !%!dans! le! cytosol! et!
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10!%!dans!la!mitochondrie!qui!ne!peut!le!synthétiser.!
Comme!le!glutathion,!la!thioredoxine!est!capable!de!réduire!les!résidus!cystéines!oxydés!par!
les!EAO!et!est!(ré)générée!en!permanence!par!la!thioredoxine!reductase!(Conrad!et!al.!2013;!Lopert!
et!al.!2012).!!
!
III. 4. La voie de signalisation du facteur de transcription NRF2 
La! détoxification! des! EAO! peut! passer! par! l’utilisation! de! molécules! «! ARE! (Antioxidant!
Responsive!Element)! inducers!»!qui!activent! la! translocation!de! facteurs!de!transcription! impliqués!
dans!l’activation!de!l’expression!d’enzymes!de!détoxification,!présentant!la!séquence!ARE!au!niveau!
de!la!région!promotrice!du!gène!(Hu!et!al.!2010).!NRF2!(Nuclear!Factor!(Erythroid=derived!2)=Like!2)!
est! un! facteur! de! transcription! capable! d’activer! ces! gènes,! ce! qui! représente! une! des! principales!
voies!de!détoxification!de!la!cellule.!Cette!protéine!orchestre!la!signalisation!des!EAO!à!la!fois!dans!
les!conditions!physiologiques!et!pathologiques.!Outre!l’homme,!la!souris!et!le!rat,!des!orthologues!de!
NRF2!ont!été! identifiés! chez! le!nématode! (Tullet!et!al.!2008),! la!drosophile! (Sykiotis!and!Bohmann!
2010),!et!le!poisson!(M.!Kobayashi!et!al.!2002).!
NRF2!est!un! facteur!de!transcription!appartenant!à!une! famille!comprenant!NRF1,!NRF2!et!
NRF3! (Sykiotis!and!Bohmann!2010).!NRF2!a!un!rôle!majeur!dans! le!contrôle!de! la!détoxication!des!
xénobiotiques! électrophiles,! d’oxydants! et! de! molécules! chimiques! pro=oxydantes.! Ce! rôle!
physiologique!confère!aujourd’hui!à!ce!régulateur!une!importance!grandissante!chez!l’homme!dans!
la!protection! contre!des! stress! environnementaux!et! vis=à=vis!de! la! carcinogenèse! chimique!et!des!
pathologies!inflammatoires!aigües!ou!chroniques.!!
Lorsque! la! cellule! est! dans! un! état! réduit,! Keap1! (Kelch=like! ECH=associated! protein! 1)! est!
associé!au! cytosquelette!d’actine,! interagit! avec!NRF2!et! le! séquestre!dans! le! cytosol! (K! Itoh!et!al.!
1999;!Kang!et!al.!2004;!Kensler,!Wakabayashi,!and!Biswal!2007)!(Figure!21).!De!plus,!Keap1,!qui!est!
un!adaptateur!d’un!complexe!E3!ligase!dépendant!de!la!culline!3!(Cul3),!permet!l’ubiquitinylation!de!
NRF2!et!sa!dégradation!par!le!protéasome!(Cullinan!and!Diehl!2004;!Furukawa!et!al.!1993;!Ken!Itoh!
et!al.!2003;!Kang!et!al.!2004;!McMahon!et!al.!2003;!Stewart!et!al.!2003;!Zhang!and!Hannink!2003;!
Zhang!et!al.!2004).!En!présence!d’inducteurs!(endogènes!ou!exogènes)!(Figures!21!et!22),!Keap1!est!
oxydé! sur! ses! résidus! cystéines,! ce!qui! induit! la!dissociation!du! complexe!Keap1/NRF2.!NRF2!n’est!
alors! plus! ubiquitinylé,! sa! demi=vie! augmente! significativement! et! il! s’accumule! dans! le! noyau! des!
cellules!via&un!transport!actif!grâce!à!un!signal!de!localisation!nucléaire!(NLS)!(Jain!et!al.!2005).!
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Figure!21!–!Signalisation!du!facteur!de!transcription!NRF2!
Des! inducteurs! exogènes!ou! endogènes,! tels! que! les! EAOs,! induisent! une!dissociation!de!NRF2!
d’avec! Keap1,! ce! qui! empêche! l’ubiquitination! de! NRF2! et! donc! sa! dégradation! par! le!
protéasome.! Après! une! phosphorylation! de! NRF2! par! une! série! de! kinases,! le! facteur! de!
transcription! est! transloqué! au! noyau! pour! se! lier! aux! séquences! ARE,! en! s’associant! avec!
d’autres! facteurs! de! transcription! comme! les! Mafs.! Cette! association! forme! un! complexe!
transcriptionnel! qui! permet! la! transcription! de! gènes! cibles! comme! les! gènes! antioxydants.! La!
voie!de!NRF2!constitue!une!réponse!adaptative!qui!améliore!la!résistance!des!cellules!aux!stress!
environnementaux!ou!endogènes.!
Source&:&Kensler&TW.&et&al.,&2007.&!
!
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L’activité!de!NRF2!est!également!contrôlée!par!phosphorylation.!La!phosphorylation!de!NRF2!
au!niveau!de!la!tyrosine!568!par!la!kinase!Fyn,!induit!l’export!de!la!protéine!par!le!récepteur!d’export!
nucléaire!Xpo1/Crm1,!et!par!conséquent!son!inactivation!(Jain!et!al.!2005;!Salazar!et!al.!2006).!NRF2!
est!également!un!substrat!direct!de!la!kinase!PERK,!une!des!kinases!contrôlant!la!réponse!de!stress!
de! surcharge! du! réticulum,! ou! UPR! (Unfolded! Protein! Response),! ayant! pour! effet! d’empêcher!
l’interaction!de!NRF2!avec!Keap1!et!d’augmenter!la!synthèse!de!glutathion!réduit!(GSH)!(Cullinan!and!
Diehl!2004;!Cullinan!et!al.!2004).!Le!monoxyde!de!carbone!active!aussi!NRF2!d’une!façon!dépendante!
de!PERK,!bien!qu’il!n’induise!pas!de!stress!UPR!(Kim!et!al.!2007).!La!protéine!kinase!C!(PKC)!semble!
également!avoir!un!rôle!important!dans!la!régulation!de!NRF2.!Elle!phosphoryle!la!protéine!au!niveau!
de!la!sérine!40,!à!proximité!des!sites!d’ubiquitinylation,!induisant!ainsi!une!perte!d’interaction!avec!
Keap1!(Bloom!and!Jaiswal!2003;!Huang!et!al.!2002).!De!même,!des!enzymes!de!la!famille!des!MAPKs!
(Mitogen=Associated!Protein!Kinases),!permettent!la!régulation!de!gènes!présentant!la!séquence!ARE!
comme! ERK! et! JNK! qui! sont! des! régulateurs! positifs! de! la! voie! NRF2! et! p38MAPK,! un! régulateur!
négatif!(Keum!2012).!Les!sites!de!phosphorylation!ne!sont!pas!encore!décrits!pour!ces!kinases.!!
Une! fois! dans! le! noyau,! NRF2! s’associe! sous! forme! d’hétérodimère! avec! l’un! des! trois!
membres!de! la! famille!des!protéines!Maf! (MafF,!MafG,!ou!MafK)! (Kobayashi!and!Yamamoto!2006)!
(Figure!21).!Ce!complexe!se!lie!spécifiquement!à!un!site!de!reconnaissance!à!l’ADN!appelé!ARE!pour!
«! Antioxidant! Responsive! Element! »! ou! encore! EpRE! pour! «! Electrophile! Response! Element! »,!
présents! dans! les! régions! régulatrices! de! ses! gènes! cibles.! NRF2! reste! le! facteur! de! transcription!
majeur!dans!l’activation!des!gènes!qui!présentent!les!séquences!ARE!(Itoh!et!al.!1997).!!
Le! répertoire! de! gènes! régulés! par! le! facteur! de! transcription! NRF2! a! été! révélé! par!
l’utilisation!de!puces!à!ARN!(microarray)!(Kobayashi!and!Yamamoto!2006).!Plus!de!200!gènes!ont!été!
répertoriés!comme!cibles!de!NRF2!et!codent!entre!autre!des!enzymes!antioxydantes!(SOD1,!SOD2,!
catalase,! peroxyredoxine),! des! enzymes! du! métabolisme! du! glutathion! (glutathion! reductase,! γ=!
glutamyl=cystéine! ligase),! des! enzymes! impliquées! dans! le! métabolisme! des! thiols! (thioredoxine!
reductase!1,!thioredoxine!1),!des!enzymes!de!phase!II!(NQO1!«!NADPH:quinone!oxydoréductase!1!»,!
GST!«!glutathion! S=transférase!»,!UGT!«!UDP=glucuronyl! transférase!»)! et!des!protéines! impliquées!
dans!l’homéostasie!du!fer!(Hème!oxygénase!I,!Ferritine!chaîne!lourde!et!chaîne!légère)!(Prestera!et!al.!
1995;!Thimmulappa!et!al.!2002).!
!
!  
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INDUCTEURS"EXOGENES"
INDUCTEURS"
ENDOGENES"
Inducteurs(d'origine(naturelle(
(alimenta2on)( Inducteurs(synthé2ques(
EAOs((H2O2,(NO…)( Sulforaphane( D3T((3H51,25Dithiole535thione)(
155déoxy5Δ12,145Prostaglandin(
J2(
α5Lipoic(acid( CPDT((5,65Dihydrocyclopenta[c][1,2]5dithiole53(4H)5thione)(
Aldéhydes( Curcumin(( Ol2praz(
Acides(gras(nitrosés( Nordihydroguaiare2c(acid( Salicylcurcuminoid(
Dopamine( DAS((diallyl(sulﬁde)( BG12(
Œstrogène( DADS((diallyl(disulﬁde)( Bardoxolonemethyl(
Hydroperoxydes(
(
DATS((diallyl(trisulﬁde)(
Resveratrol(
Pteros2lbene(
β5Carotene(
Figure!22!–!Les!molécules!inductrices!de!NRF2!connues!à!ce!jour!
Le! tableau! résume! les! inducteurs! endogènes! et! exogènes! connus! à! ce! jour! induisant! une!
activation!du!facteur!de!transcription!NRF2.!
Pour&revue&Keum&YS.&et&al.,&2012.!
!
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III. 5. Les effets délétères des EAO 
III. 5. 1. Le stress oxydant 
L’équilibre!redox!peut!être!rompu!par!une!production!excessive!d’EAO!(stress!endogène!ou!
exogène)!ou!par!une!diminution!des!capacités!antioxydantes!de!la!cellule,!incapables!de!tamponner!
cet!excès!de!radicaux!libres!:!c’est!le!stress!oxydant!(Federico!et!al.!2012;!Finkel!2001;!Sohal!and!Orr!
2012;!Y.!Zhao!and!Zhao!2013).!!
Le!stress!oxydant!est!caractérisé!par!un!niveau!élevé!des!EAO!qui!persiste!dans!le!temps.!Les!
modifications!des!molécules!environnantes!sont,!cette!fois=ci,!irréversibles!et!non!spécifiques!(Dröge!
2002).!Les!protéines!sont!sujettes!à!une!oxydation!massive!de!divers!acides!aminés,!principalement!
au!niveau!des!groupements!sulfydryles!(=SH)!de!la!cystéine,!ce!qui!conduit!à!la!formation!des!ponts!
disulfures.! Des!modifications! irréversibles! et! non! spécifiques! provoquent! aussi! la! dégradation! des!
acides! gras! polyinsaturés! (péroxydation! lipidique)! (Roberts! and! Morrow! 2000).! Des! dommages! à!
l’ADN!par!l’oxydation!des!bases!azotées,!principalement!au!niveau!de!la!guanine!qui!une!fois!oxydée!
donne! la! 8=hydroxy=2’=desoxyguanosine! (8=OHDG),! sont! également! rencontrés! (Valavanidis! et! al.!
2009).!
III. 5. 2. EAO et maladies neurodégénératives 
Bien! que! de! nombreuses! études! aient! révélé! le! rôle! central! des! dérégulations! de!
l’homéostasie!redox!dans! la!genèse!de!pathologies,!nous!ne!donnerons!que!des!exemples!associés!
aux!maladies!neurodégénératives!et!au!vieillissement!en!général.!
Les! EAO! sont! liées! à! la! genèse! de! nombreuses! pathologies! et! leur! implication! dans! les!
maladies!neurodégénératives!est!!notamment!abondamment!décrite!dans!la!littérature!(Dexter!et!al.!
1994;!Valko!et!al.!2007).!En!effet,!des!marqueurs!de!stress!oxydatif!intracellulaires!ont!été!observés!
dans!des!cerveaux!post=mortem!de!patients!atteints!de!la!maladie!de!Parkinson!(MP),!de!la!maladie!
d’Alzheimer!(MA),!de!la!Chorée!de!Huntington!(MH)!ou!encore!de!la!sclérose!latérale!amyotrophique!
(SLA).! Ces! marqueurs! sont! notamment! issus! de! la! peroxydation! lipidique,! de! l’oxydation! des!
protéines!(carbonylation)!(Markesbery!and!Lovell!n.d.;!Smith!et!al.!1998;!Valko!et!al.!2007)!ainsi!que!
d’altérations!au!niveau!de!l’ADN!et!de!l’ARN!(marqueur!8=OHDG)!(Alam!et!al.!1997;!Guzy!et!al.!2005;!
Pilger!and!Rüdiger!2006;!Valavanidis!et!al.!2009).!!
Grâce!aux!nombreux!modèles!murins!qui!existent!aujourd’hui,! les!pistes!de!compréhension!
de! la! pathogenèse! des! maladies! neurodégénératives! sont! très! étudiées! et! notamment! celle! de!
l’implication! des! EAO! dans! la! mort! neuronale! (Navarro=Yepes! et! al.! 2014).! Pour! donner! quelques!
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exemples,!l’analyse!du!statut!redox!à!l’aide!de!sondes!comme!roGFP!montre!que!les!souris!APP/PS1,!
modèles! de! la!maladie! d’Alzheimer,! ont! un! potentiel! redox! élevé! et! un! stress! oxydatif! localisé! au!
niveau!des!neurites,!à!proximité!des!plaques!amyloïdes!(Xie!et!al.!2013).!Un!autre!modèle!de!la!MA!
montre! des! altérations! profondes! des! complexes! I! à! IV! de! la! chaîne! respiratoire! mitochondriale!
associées!à!une!augmentation!du!taux!d’anion!superoxyde!intra=mitochondrial!et!du!taux!d’EAO!dans!
le! cytosol! (Rhein! et! al.! 2009).! De!même,! les! souris!ParkinZ/Z,!modèles! de! la!maladie! de! Parkinson,!
présentent!une!diminution!de! la! respiration!mitochondriale!et!du! taux!de!protéines!antioxydantes!
(Palacino!et!al.!2004).!Enfin,!on!observe!une!augmentation!de!radicaux!libres!dans!la!moelle!épinière!
de! souris! mutantes! SOD1G93A,! modèles! de! la! SLA,! qui! s’accompagne! de! la! dégénérescence! des!
motoneurones!(Liu!et!al.!1998;!Vehviläinen!et!al.!2014).!!
III. 5. 3. La théorie radicalaire du vieillissement 
III. 5. 3. 1. Le vieillissement 
Le! vieillissement! s’accompagne! d’une! altération! globale! d’un! ensemble! de! fonctions!
physiologiques!et!d’une!susceptibilité!plus!élevée!de!développer!différentes!maladies!(Bossy=Wetzel!
et!al.!2003;!Liochev!2013;!Mattson!and!Magnus!2006;!Venditti!et!al.!2013;!Venkataraman!et!al.!2013).!
La! théorie! radicalaire! explique! ces! altérations! par! l’accumulation! de! molécules! oxydées! et! leurs!
conséquences!comme!l’apparition!de!mutations!dans!l’ADN!mitochondrial!et!nucléaire,!ainsi!que!par!
la! carbonylation! des! protéines,! leur! dénaturation! et! leur! agrégation,! aux! côtés! de! l’oxydation! des!
lipides.! Il! y! aurait! une! corrélation! inverse! entre! la! durée! de! vie! et! les! dommages! oxydatifs.! Cette!
théorie!a!été! formulée!pour! la!première! fois!par!Harman,!en!1956,!avant!même!que! la!pertinence!
biologique! des! radicaux! libres! ait! été! démontrée! (Harman! 1956).! Plusieurs! arguments!mettent! en!
avant! l’implication! des! radicaux! libres! dans! les! mécanismes! du! vieillissement.! Une! élévation! des!
marqueurs!biologiques!du!stress!oxydant!comme!la!8=oxo=guanine,! le!dialdéhyde!malonique!(MDA)!
et! les! isoprostanes!a!été!observée!au!cours!du!vieillissement!de!nombreuses!espèces! (Lane!2003).!
Par! ailleurs,! des! études! récentes! de! la! variation! du! transcriptome! au! cours! du! vieillissement,! y!
compris!chez!le!singe,!ont!révélé!l’induction!de!plusieurs!gènes!codant!des!enzymes!antioxydantes!et!
la!répression!de!gènes!de! la!chaîne!respiratoire,!révélatrices!d’une!adaptation!au!cours!du!temps!à!
un! état! cellulaire! pro=oxydant! (Kayo! et! al.! 2001).! Enfin,! l’efficacité! des!mécanismes! de! réparation!
cellulaire! comme! le! protéasome,! les! protéines! chaperones,! plusieurs! enzymes! réductrices! et! les!
systèmes!de!réparation!de!l’ADN!diminue!avec!l’âge,!ce!qui!contribue!à!l’accumulation!d’anomalies!
dans!la!cellule!(Kirkwood!and!Shanley!2005;!Kirkwood!2005;!Sohal!and!Orr!2012;!Sohal!2002a,!Sohal!
2002b).! Les! cellules! se! comportent! comme! si! elles! avaient! un! «! capital! anti=stress! »! dont!
l’épuisement! conduit! au! vieillissement.! Ainsi,! toute! condition! environnementale! ou! génétique!
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tendant!vers! l’augmentation!des!agressions!cellulaires! (oxydantes!ou!non)!ou!vers!des!diminutions!
des!capacités!de!défenses!ou!de!réparation,!devrait!se!traduire!par!un!vieillissement!accéléré.!!
III. 5. 3. 2. Le vieillissement cellulaire ou sénescence 
Au! niveau! cellulaire,! le! vieillissement! est! dénommé! sénescence,! un! état! irréversible! dans!
lequel! les! cellules! endommagées! ne! prolifèrent! plus,! mais! demeurent! métaboliquement! actives!
(Ben=Porath! and!Weinberg! 2005;! Bischof! et! al.! 2009).! La! sénescence! est! un!processus!moléculaire!
complexe! activé! par! différents! stimuli.! Dans! les! conditions! physiologiques,! les!mitoses! successives!
induisent! la!sénescence!dite!réplicative.!Elle!est!provoquée!par! le! raccourcissement!des! télomères,!
inhérent!à!la!division!cellulaire!et!reconnu!comme!un!dommage!à!l’ADN.!Ce!raccourcissement!active!
les! protéines! inhibitrices! du! cycle! cellulaire! comme! p21cip1/waf1,! p53,! p16! et! Rb! (protéine! du!
rétinoblastome)!et!mène!finalement!à! la!sénescence!par!épuisement!du!potentiel!réplicatif!(Brown!
et!al.!1997;!Takai!et!al.!2003).!Toutefois,!la!sénescence!peut!aussi!être!déclenchée!indépendamment!
de! la! longueur! des! télomères,! en! présence! de! diverses! sources! de! stress! comme! des! oncogènes,!
rayons!UV!ou! le!stress!oxydant.!On!parle!alors!de!sénescence! induite!prématurément!par! le!stress!
(SIPS).!Elle!passe!par!la!cavéoline=1,!la!voie!de!ERK1/2!(extracellular!signal!regulated!kinases!1!and!2)!
et! celle! de! p38! MAPK! (mitogen! activated! protein! kinase)! qui! activent! également! les! protéines!
inhibitrices!du!cycle!cellulaire!(Ben=Porath!and!Weinberg!2005;!Bischof!et!al.!2009).!
III. 5. 3. 3. Sénescence, EAO et mitochondries 
! L’origine! de! l’accumulation! d’EAO! dans! la! cellule! induite! lors! du! vieillissement! est!
principalement!mitochondriale!(Sastre!et!al.!2003;!Viña!et!al.!2003).!En!effet,!la!mitochondrie!est!non!
seulement! une! des! principales! sources! d’EAO! intracellulaires,! mais! aussi! la! cible! directe! de! leurs!
conséquences!délétères.!Les!fonctions,!la!morphologie!et!le!renouvellement!des!mitochondries!sont!
altérés!au!cours!du!vieillissement,!notamment!en!raison!de!l’accumulation!de!mutations!somatiques!
de! l’ADN!mitochondrial,!une!cible!privilégiée!des!EAO!produites!par! la! chaîne! respiratoire.!Comme!
exemple,! le! nématode! C.& Elegans! muté! pour! mev=1,! déficient! pour! le! complexe! II! de! la! chaîne!
respiratoire,!présente!des!dommages!oxydatifs!et!une!diminution!de!30!!%!de!sa!durée!de!vie.!Ces!
vers! subissent! donc! un! vieillissement! accéléré! et! le! traitement! par! des! composés!mimétiques! des!
activités! SOD! ou! catalase! (EUK=8! et! EUK=134)! restaure! une! durée! de! vie! égale! à! celle! des! vers!
sauvages!(Melov!2000;!Melov!et!al.!2000),!démontrant!un!fois!de!plus!le!rôle!fondamental!des!EAO!
mitochondriales!dans! le!processus!du!vieillissement.!Chez! l’homme,! l’augmentation!des!dommages!
oxydatifs!au!cours!de!l’hyperglycémie!et!du!vieillissement,!mais!aussi!au!cours!de!certaines!maladies!
mitochondriales! (syndromes!MELAS! [Mitochondrial!Encephalomyopathy,! Lactic!Acidosis!and!Stroke!
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like! episodes]! et! MERRF! [Myoclonic! Epilepsy! and! Ragged! Red! Fibres])! ou! neurodégénératives!
(Parkinson,! Alzheimer),! pourrait! être! liée! à! une! surproduction! d’EAO! mitochondriales! non!
compensées.!
! !
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PROBLEMATIQUE 
!
L’Atrophie! Optique! Dominante! de! type! 1! (ADOA=1)! est,! avec! la! neuropathie! optique!
héréditaire!de!Leber!(LHON),!la!forme!majoritaire!d’atrophie!optique!héréditaire.!Cette!rétinopathie!
est! caractérisée! par! une!dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! se! traduisant! par!!
une!atrophie!du!nerf! optique!et!pouvant! conduire!dans! certains! cas! à! la! cécité.!Des!mutations!du!
gène!codant!la!protéine!mitochondriale!OPA1!sont!responsables!de!la!mise!en!place!de!la!pathologie!
de! l’ADOA=1.! Afin! de! mieux! comprendre! les! mécanismes! physiopathologiques! responsables! de! la!
pathogenèse!de!l’ADOA=1,!l’équipe!s’est!intéressée!dans!un!premier!temps!aux!effets!de!la!perte!de!
fonction! d’OPA1! in& vitro.! La! diminution! de! la! protéine!OPA1! (par! stratégie! d’interférence! à! l’ARN)!
dans! des! cellules! HeLa! et! des! cellules! NIH=OVCAR=3,! induit! notamment! une! sensibilité! accrue! des!
cellules!à!l'apoptose!(Olichon!et!al.!2007).!De!même,!cette!sensibilité!aux!stimuli!pro=apoptotiques!a!
été! retrouvée! dans! des! fibroblastes! de! patients! atteints! d’ADOA=1! et! dans! des! cellules! HeLa!
exprimant!différentes! formes!pathogènes!du!gène!OPA1,! et! ce!quels!que! soient! la!mutation!et! les!
mécanismes!engendrés!(haploinsuffisance!ou!«!dominance!négativité!»)!(Olichon!et!al.!2003).!Ainsi,!
les! neurones! ganglionnaires! de! rétine! de! patients! atteints! d'ADOA=1! pourraient! dégénérer! par!
apoptose,!comme!cela!a!été!proposé!pour!la!neuropathie!optique!de!Leber!(Carelli!et!al.!2004).!!
L’ADOA=1!présente!une!pénétrance!incomplète!et!une!variation!des!atteintes!inter=!et!intra=
familiales! qui! la! placent! dans! les!maladies!monogéniques! à! caractère!multifactoriel! (Lenaers! et! al.!
2012).! Environ! 20! %! des! patients! présentent! une! forme! syndromique! de! la! maladie! avec! des!
atteintes! neuronales! extra=oculaires! comme! une! surdité,! une! ataxie! et/ou! une!myopathie! (Amati=
Bonneau!et!al.!2008;!Hudson!et!al.!2008).!De!nombreuses!études!se!sont!focalisées!sur!le!rôle!de!la!
protéine!dans!la!fusion!des!membranes!internes!mitochondriales!ou!dans!son!rôle!anti=apoptotique!
par!la!séquestration!du!cytochrome!c!dans!l’espace!intra=crête!(Olichon!et!al.!2006).!Une!autre!piste!
a!été!explorée!à!partir!de!modèles! invertébrés!de! l’ADOA=1! (Drosophile!ou!C.&Elegans),!de!cellules!
invalidées! pour! OPA1! ou! de! tissus! de! patients,! supposant! l’implication! de! la! dynamine! dans! le!
métabolisme! énergétique! mitochondrial! (Kanazawa! et! al.! 2008;! Tang! et! al.! 2009).! Néanmoins,!
certains! des! résultats! obtenus! restent! controversés! et! les! mécanismes! moléculaires! sont! mal!
identifiés.!!
Afin! de! préciser! les! mécanismes! moléculaires! impliqués! dans! l’étiologie! de! la! maladie! de!
l’ADOA=1,!nous!avons!donc!choisi!de!déterminer!l’interactome!d’OPA1!à!partir!de!neurones!corticaux!
pour!préciser! les!partenaires!clés!de! la!dynamine.!Nous!avons!dans!ce!contexte! identifié!un!acteur!
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central!du!métabolisme!oxydatif!mitochondrial.!Ainsi,!une!partie!importante!de!mon!projet!de!thèse!
s’est! inscrite! dans! un! objectif! global! visant! à! caractériser! l’homéostasie! redox! des! cellules,!
consécutivement! à! la! perte! de! fonction! de! la! dynamine! mitochondriale! OPA1.! Nous! avons!
principalement! travaillé! sur! différents!modèles! cellulaires!de! l’ADOA=1,! tels! que! la! lignée! cellulaire!
HeLa!et!des!neurones!corticaux!de! rats!en!culture!primaire,! invalidés!pour!OPA1!par!une!stratégie!
d’interférence!à!l’ARN,!et!des!fibroblastes!de!peau!de!patients.!Certaines!questions!ont!également!pu!
être!posées!dans!un!modèle!murin!de!la!pathologie.!Nous!avons!donc!exploré!plus!précisément!les!
répercussions!de!la!perte!de!fonction!de!la!dynamine!sur!le!métabolisme!oxydatif!mitochondrial,!sur!
l’état! des! défenses! antioxydantes! et! sur! les!mécanismes! intracellulaires! impliqués! lors! d’un! stress!
oxydatif.!!
!  
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RESULTATS 
I. Effets de la diminution d’OPA1 sur l’homéostasie redox et 
conséquences sur la pathogenèse de l’ADOA-1 
I. 1. Contexte et objectifs 
Comme! préalablement!mentionné,! l’expression! de!mutants! pathogènes! d’OPA1! sensibilise!
les! cellules! à! l’apoptose! (Olichon! et! al.! 2007).! Comme! proposé! pour! la! neuropathie! optique!
héréditaire! de! Leber! (LHON),! l’apoptose! pourrait! être! un! mécanisme! de! mort! impliqué! dans! la!
pathologie!de!l’Atrophie!Optique!Dominante!de!type!1!(ADOA=1)!(Valerio!Carelli!et!al.!2004).!Un!des!
mécanismes! majeurs! impliqués! dans! la! mort! cellulaire,! notamment! dans! les! pathologies!
neurodégénératives,!est! le! stress!oxydatif! induit!par!un!excès!EAO! (Federico!et!al.!2012;!Yan!et!al.!
2013;! Yen! et! al.! 2006).! Un! stress! oxydant! endogène! a! souvent! pour! origine! des! dérégulations! du!
fonctionnement!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale.!Ainsi,!une!des!hypothèses!formulées!quant!
au! rôle! de! la! protéine!mitochondriale!OPA1! dans! la! pathogenèse! de! l’ADOA=1! est! son! implication!
dans! le!métabolisme!oxydatif!mitochondrial.!Rappelons!que,!en!effet,!dans!des!modèles!cellulaires!
ou! animaux! de! l’ADOA=1,! la! respiration! est! diminuée! et! les! activités! des! complexes! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale!sont!altérées!(Agier!et!al.!2012;!Chen!et!al.!2005a;!Chevrollier!et!al.!2008;!
Kanazawa!et!al.!2008;!Lodi!et!al.!2004;!Tang!et!al.!2009).!Toutefois,!ces!résultats!sont!controversés!
par! certaines! études! indiquant! qu’il! n’y! a! pas! de! perturbation! des! fonctions! oxydatives!
mitochondriales!dans!certaines!cellules!de!patients!atteints!d’ADOA=1!(Mayorov!et!al.!2008;!Spinazzi!
et!al.!2008).!!
Pour! clarifier! ce! point,! nous! avons! choisi! de! modéliser! in& vitro! un! mécanisme!
d’haploinsuffisance! d’OPA1! avec! une! stratégie! d’interférence! ARN,! dans! des! cellules! HeLa! et! des!
neurones!en!culture!primaire.!Nous!avons!caractérisé!l’état!du!métabolisme!oxydatif!de!ces!cellules!
dans! lesquelles! l’expression! d’OPA1! est! diminuée.! Sachant! que! des! dérégulations! de! la! chaîne!
respiratoire! peuvent! aboutir! à! une! production! excessive! d’EAO,! nous! avons! également! analysé! la!
réponse!antioxydante!dans!ces!modèles.!Puis,!nous!avons!complété!nos!investigations!en!utilisant!un!
modèle!murin!de!la!pathologie!et!des!fibroblastes!de!patients!atteints!d’ADOA=1.!!
!
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Figure!1!–!Les!modèles!cellulaires!et!animaux!de!la!pathologie!de!l’ADOA;1!
Immunoblots!et!histogrammes!représentatifs!de!la!quantité!d’OPA1,!relative!à!l’actine,!dans!des!
cellules!HeLa! (A)! (n=8)! et! des! neurones! (B)! (n=5),! traités! par! siOPA1! (gris)! ou! siCtrl! (blanc).! (C)!
Histogrammes! représentatifs! de! la! quantité! d’OPA1,! relative! à! l’actine,! déterminée! par!
immunoblot!après!une!extraction!protéique!de!cortex!de!souris!sauvages! (OPA1+/+)!ou!mutées!
(OPA1+/=)!pour! la!dynamine,!âgées!de!4!(n=10)!et!10!mois!(n=6).!T=test!de!Student!non=apparié,!
p<0,01**,!p<0,001***.!(D)!Tableau!récapitulatif!des!5!volontaires!sains!(contrôles,!C1!à!C5)!et!des!
8!patients!atteints!d’ADOA=1! (P1!à!P8),!avec! leur!âge,! leur!genre,! les!mutations!du!gène!et!des!
protéines!associées,! la! localisation!des!mutations!et! les!caractéristiques! cliniques!des! individus.!
U.A!:!Unité!Arbitraire.!
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I. 2. Modèles expérimentaux et méthodologie 
I. 2. 1. Les cellules HeLa 
Nous! avons! choisi! d’utiliser! les! cellules! HeLa! comme! modèle! car! celui=ci! a! permis! de!
caractériser! la! plupart! des! fonctions! attribuées! à! OPA1.! Toutes! les! analyses! présentées! ont! été!
réalisées!3!jours!après!transfection!des!cellules!HeLa!par!des!siARN!contrôles!(siCtrl)!ou!ciblant!l’ARN!
messager! d’OPA1! (siOPA1).! La! quantité! d’OPA1!est! systématiquement! diminuée!de! 80! à! 90!%!par!
rapport! aux! cellules! contrôles,! ce! qui! est! considéré! comme! un! phénomène! d’haploinsuffisance!
sévère!(Figure!1A).!
I. 2. 2. Les neurones en culture primaire 
Nous! avons! également! utilisé! un! modèle! de! neurones! en! culture! primaire.! Les! neurones!
corticaux! sont! issus! d’embryons! de! rat! prélevés! au! stade! E17.! Ces! cellules! sont! capables! de!
progresser! d’un! état! immature! à! un! état! mature! ex& vivo& comme! en! témoignent! la! croissance!
neuritique! et! la! mise! en! place! de! synapses! (Bertholet! et! al.! 2013;! Chang! and! Reynolds! 2006).! La!
viabilité!des!neurones!a!été!estimée!par!coloration!au!Bleu!Trypan!et!reste!élevée!jusqu’au!12ème!jour!
de! culture,! atteignant! 85!%.! Au! stade! E17,! le! tissu! nerveux! prélevé! chez! les! embryons! de! rats! est!
constitué! majoritairement! de! neurones! post=mitotiques! (95! %).! La! faible! proportion! de! cellules!
gliales!(prolifératives)!n’est!détectée!qu’à!partir!du!6ème!jour!de!culture!et!représente!environ!7!%!de!
la! population! totale.! Au! cours! des! douze! jours! de! culture,! cette! proportion! augmente,! mais! ne!
dépasse!pas!25!%.! Enfin,! la!maturation!des!neurones!a!été!évaluée!:! la! croissance!neuritique!et! la!
synaptogenèse! ont! été! analysées! par! immunocytofluorescence! à!DIV2,!DIV4,!DIV6,!DIV8,!DIV10! et!
DIV12!(DIV!:!Days!In!Vitro).!Le!réseau!dendritique!ne!cesse!de!s’étoffer!jusqu’au!12ème!jour!de!culture!
ex& vivo! et! les! marqueurs! synaptiques! apparaissent! dès! DIV4,! puis! augmentent! progressivement!
jusqu’à!DIV12.!
Les! analyses! ont! été! réalisées! dans! des! neurones! invalidés! pour! la! protéine!OPA1!par! une!
stratégie!d’interférence!à!l’ARN,!au!6ème!jour!de!culture!car,!à!ce!stade,!les!neurones!sont!considérés!
comme! morphologiquement! matures,! la! maturation! synaptique! n’étant! pas! achevée.! La! quantité!
d’OPA1!est!systématiquement!diminuée!de!60!%!par!rapport!aux!cellules!contrôles,!ce!qui!modélise!
un!phénomène!d’haploinsuffisance!(Figure!1B).!
!  
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I. 2. 3. Les fibroblastes de patients atteints d’ADOA-1 
! Nos!collaborateurs!Pascal!Reynier!et!Arnaud!Chevrollier!(CHU!d’Angers)!nous!ont!fourni!des!
fibroblastes!humains!issus!de!8!patients!atteints!d’ADOA=1!(P1!à!P8)!et!de!5!volontaires!sains!(C1!à!
C5)!(Figure!1D).!Les!cellules!ont!été!récoltées,!cultivées!puis!analysées!à!environ!70!%!de!confluence.!
I. 2. 4. Les souris OPA1+/- 
Les! souris! hétérozygotes! B6;C3ZOpa1329Z355del! possèdent! des! mutations! au! niveau! du! site!
d’épissage! (c.1065+5G>A)! du! gène! OPA1,! reproduisant! une!mutation! qui! existe! chez! des! patients!
(Alavi!et!al.!2007)!(Figure!C).!Les!analyses!ont!été!réalisées!sur!des!souris!de!4!mois!(n=10)!(environ!
40! %! de! diminution! d’OPA1)! et! 10! mois! (n=6)! (environ! 60! %! de! diminution! d’OPA1).! Les! souris!
contrôles!OPA1+/+!sont!issues!de!la!même!portée!que!les!hétérozygotes.!
!
I. 3. Résultats 
I. 3. 1. Caractérisation du métabolisme oxydatif dans des cellules déplétées pour 
OPA1, par une stratégie d’interférence à l’ARN 
L’équipe! a! précédemment!montré! que! la! diminution! d’OPA1!dans! des! cellules!HeLa! induit!
une! chute! du! potentiel! de!membrane!mitochondrial! (Olichon! et! al.! 2003).! Ces! données! suggèrent!
une! diminution! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire! consécutive! à! la! perte! d’OPA1.! Après! avoir!
confirmé!la!diminution!du!potentiel!de!membrane!dans!les!neurones!(Article!Bertholet!et!al.,!2003,!
partie!III!des!résultats,!Figure!7A),!nous!avons!donc!mesuré!la!consommation!en!oxygène!des!cellules!
HeLa! et! des! neurones! déplétés! pour! OPA1,! à! l’aide! de! la! technique! Seahorse! Biosciences! (XF24!
Analyser)!(Figure!2A!et!B).!Dans!les!deux!modèles,!la!respiration!spontanée!des!cellules!déplétées!en!
OPA1! est! significativement! diminuée! de! 33! (neurones)! à! 40! %! (HeLa)! par! rapport! aux! cellules!
contrôles.! De! plus,! la! respiration! maximale,! en! présence! de! FCCP,! est! au! même! niveau! que! la!
respiration!spontanée,!suggérant!que! la!capacité!respiratoire!de!ces!cellules!est!déjà!au!maximum.!
Ces! défauts! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire! peuvent! être! corrélés! à! des! diminutions! de!
certaines!sous=unités!des!complexes!I,!II,!III!et!IV,!respectivement!de!45!%,!30!%,!40!%!et!46!%,!que!
nous!avons!obtenues!dans!des!cellules!HeLa!transfectées!avec!siOPA1!(Figure!2C),!et!des!complexes!I,!
III!et!IV!dans!des!neurones!(Article!Bertholet!et!al.,!2003,!partie!III!des!résultats,!Figure!7D).!De!plus,!
comme! certaines! sous=unités! de! la! chaîne! respiratoire!mitochondriale! sont! codées! par! le! génome!
mitochondrial!(ADNmt)!et!que!la!protéine!OPA1!intervient!dans!le!maintien!de!l’ADNmt!(Elachouri!et!
al,!2011),!le!nombre!de!nucléoïdes!a!été!déterminé!dans!des!neurones!déplétés!ou!non!pour!OPA1!!
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Figure! 2! –! La! diminution! d’OPA1! perturbe! la! quantité! et! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale!
La! consommation! en! oxygène! (OCR! :! oxygen! consumption! rates)! a! été! mesurée! 6! jours! après!
transfection!des!neurones!(A)!ou!72h!après!transfection!des!cellules!HeLa!(B)!par!siOPA1!(ligne!en!
pointillée)!ou!siCtrl!(ligne!continue)!(n=3).!(C)!Immunoblots!et!histogrammes!représentatifs!de!la!
quantité!de!certaines!sous=unités!des!complexes!de!la!chaîne!respiratoire!mitochondriale!relative!
à! la!protéine!mitochondriale!HSP60,!dans!des!cellules!HeLa!invalidées!(gris)!ou!non!(blanc)!pour!
OPA1!(n=7=10).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,05*,!p<0,01**,!p<0,001***.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
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Figure!3!–!Activité!in#vitro#des!4!complexes!de!la!chaîne!respiratoire!
(A)!L’activité!du!complexe!I!a!été!déterminée!par!la!mesure!de!l’oxydation!du!NADH!à!340nm,!au!
spectrophotomètre!(Dr!Christine!Demeilliers,!Grenoble)!(n=3).!(B)!L’activité!du!complexe!II!a!été!
mesurée! par! la! réduction! du! DCPIP! (2,6=dichlorophénol=indophénol),! un! accepteur! artificiel!
d’électrons,! à! 600nm! (Dr! Anne! Lombès,! Paris)! (n=16).! (C)! L’activité! du! complexe! III! a! été!
déterminée!par!la!réduction!du!cytochrome!c,!qui!augmente!l’absorbance!à!550nm!(Dr!Christine!
Demeilliers,! Grenoble)! (n=3).! (D)! L’activité! du! complexe! IV! a! été! mesurée! par! l’oxydation! du!
cytochrome! c,! qui! diminue! l’absorbance! à! 550nm! (Dr! Anne! Lombès,! Paris)! (n=16).! Toutes! ces!
activités!ont!été!déterminées!à!partir!de!lysat!de!cellules!HeLa!transfectées!avec!siOPA1!(gris)!ou!
siCtrl!(blanc).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,001***.!!
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Figure!4!–!La!biomasse!mitochondriale!n’est!pas!affectée!par! la!perte!d’OPA1!dans!les!cellules!
HeLa!et!les!neurones!
Immunoblots!et!histogrammes!représentatifs!des!quantités!protéiques!de!la!citrate!synthase!(CS),!
d’HSP60,! de!VDAC!et! de! TOM20,! relatives! à! l’actine,! dans! des! cellules!HeLa! (A)! (n=4=8)! ou!des!
neurones! (B)! (n=4=5)! invalidés!ou!non!pour!OPA1.!T=test!de!Student!apparié,!p<0,001***.!U.A! :!
Unité!Arbitraire.!
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Figure!5!–!La!perte!d’OPA1!n’affecte!pas!le!fonctionnement!global!du!cycle!de!Krebs!ni!le!taux!
d’ATP!intracellulaire!total!
(A)!Activités!enzymatiques!mesurées! in&vitro,!à!partir!de! lysat!de!cellules!HeLa! transfectées!par!
siOPA1! ou! siCtrl,! de! la! citrate! synthase,! la! succinate! déshydrogénase,! la! fumarase! et! la!malate!
déshydrogénase! (n=16).! (B)! Taux! intracellulaire! total! de! NADH,! H+! et! de! NAD+! et! rapport!
NAD+/NADH,!H+!mesurés!dans!des!cellules!HeLa! transfectées!ou!non!par! siOPA1!(n=5).!(C)!Taux!
du!lactate!extracellulaire!mesuré!dans! le!milieu!de!culture!de!cellules!HeLa! transfectées!ou!non!
par! siOPA1! (n=2).! (D)!Taux!d’ATP!déterminé!dans! les!cellules!HeLa!et! rapport!d’ATP!sur! le! taux!
d’ADP!dans! les!neurones!invalidés!ou!non!pour!OPA1!(n=4).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,05*,!
p<0,001***.!!
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(Article! Bertholet! et! al.,! 2003,! partie! III! des! résultats,! Figure! 8).! La! perte! d’OPA1! induit,! dans! nos!
conditions,!une!diminution!du!nombre!de!nucléoïdes!dans!des!neurones!en!culture!primaire.!Enfin,!
l’activité! isolée! des! complexes! I,! II,! III! et! IV! in& vitro! indique! que! seul! le! complexe! II! est! diminué!
d’environ!25!%!dans!les!cellules!HeLa!déplétées!pour!OPA1!(Figure!3).!La!diminution!de!la!respiration!
mitochondriale! consécutive! à! la! perte! d’OPA1! ne! serait! pas! directement! corrélée! à! un! défaut!
intrinsèque!de!l’activité!des!complexes.!!
La!diminution!de!la!respiration!dans!les!cellules!déplétées!pour!OPA1!pourrait!être!liée!à!une!
diminution!de!la!quantité!de!mitochondries.!Les!quantités!des!protéines!matricielles!HSP60!et!citrate!
synthase!et!des!protéines!de!la!membrane!externe!VDAC!et!TOM20,!analysées!par!immunoblot,!sont!
stables!aussi!bien!dans!les!cellules!HeLa!(Figure!4A)!que!dans!les!neurones!(Figure!4B)!déplétés!pour!
OPA1.! Ainsi,! les! effets! observés! sur! la! chaîne! respiratoire! ne! sont! pas! liés! à! une! diminution! de! la!
biomasse!mitochondriale.!!
La! chaîne! respiratoire! utilise! comme! substrats! le! NADH,! H+! et! le! FADH2,! produits!
principalement! par! le! cycle! de! Krebs! au! niveau! de! la!matrice!mitochondriale.! Pour! déterminer! le!
fonctionnement!global!du!cycle,!nous!avons!mesuré!l’activité!de!quatre!enzymes!:!la!citrate!synthase!
(CS),!la!succinate!déshydrogénase!(SDH),!la!fumarase!et!la!malate!déshydrogénase!(MDH)!(Figure!5A).!
Seules!la!SDH!(=!complexe!II)!et!la!fumarase!présentent!respectivement!des!diminutions!significatives!
de!25!et!15!%!de!leur!activité!dans!les!cellules!HeLa!transfectées!par!siOPA1.!L’aconitase,!une!autre!
enzyme! du! cycle! de! Krebs,! a! également! été! mesurée! mais! les! résultats! seront! présentés! dans! la!
partie!suivante.!Malgré!la!faible!diminution!de!l’activité!de!ces!enzymes,!le!rapport!de!NADH,!H+!sur!
le! taux! de! NAD+! est! stable! dans! les! cellules! HeLa! contrôles! et! traitées! par! siOPA1! (Figure! 5B).! Le!
complexe! I! serait! donc! correctement! alimenté!en! substrats! et! son!activité! intrinsèque! reste! stable!
consécutivement!à! la!perte!d’OPA1! (Figure!3A).!Nous!proposons!donc!que,!dans!cette!situation,! le!
complexe!I!continue!de!capter!les!électrons!du!NADH,!H+!mais!que!le!transfert!aux!autres!complexes!
est!ralenti.!!
Enfin,!le!taux!d’ATP!intracellulaire!total!reste!stable!dans!des!cellules!HeLa!transfectées!avec!
siCtrl!ou!siOPA1!(Figure!5D).!Le!ratio!d’ATP!sur!l’ADP!total!est!également!inchangé!dans!les!neurones!
déplétés!pour!OPA1!(Figure!5D).!Ainsi,! la!perte!d’OPA1!n’influence!pas! la!production!globale!d’ATP!
dans! la!cellule.!De!même,! le!taux!de! lactate!extracellulaire,!reflétant!une!activation!de! la!glycolyse,!
est!identique!dans!les!cellules!HeLa!transfectées!avec!siOPA1!ou!siCtrl!(Figure!5C).!
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I. 3. 2. Impact de la perte d’OPA1 sur l’état redox 
La! diminution! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire! induite! par! la! perte! d’OPA1,! sans!
conséquence!sur!le!fonctionnement!du!cycle!de!Krebs,!suggère!une!dérégulation!de!la!production!de!
radicaux! libres! intra=mitochondriaux.! Nous! avons! donc! mesuré! le! taux! d’EAO! dans! des! cellules!
déplétées!pour!OPA1.!
La!mesure!du!taux!intracellulaire!global!d’EAO!dans!les!cellules!HeLa,!à!l’aide!de!la!sonde!H2=
DCFDA,! indique! que! 48h! après! transfections! avec! siOPA1! (50! %! de! diminution! de! la! protéine),! le!
niveau!total!d’EAO!est!stable!(Figure!6A),!mais!72h!après!transfection,!le!niveau!de!radicaux!libres!est!
significativement! diminué! d’environ! 25! %! (Figure! 6A).! Dans! les! neurones,! le! taux! mesuré! est!
également!diminué!(Article!Bertholet!et!al.,!2003,!partie!III!des!résultats,!Figure!7B).!
Deux! hypothèses! peuvent! expliquer! ce! résultat! :! 1)! la! respiration! est! diminuée! donc! la!
production! d’EAO! est! également! diminuée! dans! les! cellules,! 2)! les! défenses! antioxydantes! de! la!
cellule!ont!été!activées!pour! tamponner!un!excès!de!production!de! radicaux! libres,! induit!par!une!
perturbation!du!transit!d’électrons.!
La!mesure!de!l’activité!de!l’aconitase,!une!enzyme!du!cycle!de!Krebs!sensible!à!la!production!
d’anion!superoxyde,!nous!a!permis!de!déterminer!indirectement!le!taux!d’EAO!dans!la!mitochondrie!
(Gardner!et!al.,!1994,!Vincent!et!al.,!2005!et!Kelly!et!al.,!2010).!Avec!l’aide!du!Dr!Anne!Galinier!(CHU!
de! Toulouse),! nous! avons! montré! que! l’activité! de! l’aconitase! diminue! d’environ! 35! %! dans! des!
cellules!HeLa!(Figure!6C)!et!dans!des!neurones!(Figure!6D)!déplétés!pour!OPA1.!La!quantité!d’enzyme!
reste! stable! dans! les! cellules! traitées! ou! non! avec! siOPA1! (Figures! 6C! et! 6D).! Ainsi,! de! manière!
consécutive!à!la!perte!d’OPA1,!le!niveau!d’anion!superoxyde!produit!est!supérieur!à!la!normale.!!
Pour! analyser! l’état! redox! des! cellules! invalidées! pour!OPA1,! nous! avons! dans! un! premier!
temps!déterminé! le! ratio! du! glutathion! réduit! (GSH)! sur! la! forme!oxydée! (GSSG).! Ce! dosage! a! été!
réalisé!dans! les!deux!modèles! cellulaires,! en! collaboration!avec! le!Dr!Anne!Galinier! (Figure!6B).! Le!
ratio!de!GSH/GSSG!est!élevé,!en!comparaison!avec!les!ratios!obtenus!dans!les!cellules!contrôles.!Ces!
résultats!indiquent!clairement!une!activation!du!mécanisme!des!défenses!antioxydantes!impliquant!
au!moins!le!métabolisme!du!glutathion,!témoignant!d’une!augmentation!de!la!production!d’EAO.!
I. 3. 3. Effets de la perte d’OPA1 sur la voie de signalisation de NRF2 
La! perte! d’OPA1! induit! donc! une! augmentation! d’EAO! intra=mitochondriaux! qui! seraient!
tamponnées! par! une! activation! des! défenses! antioxydantes.! L’homéostasie! redox! des! cellules! est!
donc!perturbée!:!la!perte!d’OPA1!induit!un!état!pro=oxydant.!Nous!avons!approfondi!cette!étude!en!!
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Figure!6!–!L’état!redox!est!dérégulé!dans!des!cellules!invalidées!pour!OPA1!
(A)!Mesure!du! taux! intracellulaire! total!d’EAO,!à! l’aide!de! la! sonde!H2=DCFDA,!dans!des!cellules!
HeLa! 48h!ou! 72h! après! transfection!par! siCtrl! (blanc)! ou! siOPA1! (gris)! (n=4=5).! (B)! Rapport! des!
formes!réduites!(GSH)!sur!oxydées!(GSSG)!du!glutathion!dans!des!neurones!et!des!cellules!HeLa,!
invalidées!ou!non!pour!OPA1!(n=4).!Activité!de!l’aconitase!mesurée!dans!des!cellules!HeLa!(C)!et!
des! neurones! (D)! après! transfection!par! siOPA1! ou! siCtrl! (n=5).! Immunoblots! et! histogrammes!
représentatifs!des!quantités!protéiques!de!l’aconitase,!relatives!à!l’actine,!dans!des!cellules!HeLa!
(C)! (n=8)! ou! des! neurones! (D)! (n=6)! invalidés! ou! non! pour! OPA1.! T=test! de! Student! apparié,!
p<0,05*.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
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Figure! 7! –! Cinétique! de! translocation! nucléaire! du! facteur! de! transcription! NRF2! dans! des!
cellules!HeLa!de!66h!à!72h!après!transfection!
Histogramme!représentatif!du!pourcentage!de!cellules!HeLa!présentant!un!immuno=marquage!de!
NRF2! au! noyau! (environ! 400! cellules! comptées! par! condition),! 66h,! 67h,! 68h,! 69h,! 70h! et! 72h!
après!transfection!des!cellules!par!siOPA1!ou!siCrtl!(n=4!à!14).!La!diminution!de!la!dynamine!a!été!
vérifiée! par! immunoblot! à! chaque! cinétique! (environ! 80%! d’extinction! de! la! protéine! OPA1)!
(données!non!présentées).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,01**,!p<0,001***.!
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Figure!8!–!La!diminution!d’OPA1!induit!une!relocalisation!du!facteur!de!transcription!NRF2!au!
noyau,!signe!de!son!activation!!
(A)! Images!et!histogramme!représentatifs!d’immunocytofluorescence!anti=NRF2!et!de!coloration!
des! noyaux! au! Hoechst! dans! des! cellules! HeLa! transfectées! par! siOPA1! ou! siCtrl! puis!
représentation!graphique!du!pourcentage!de!cellules!présentant!un!marquage!nucléaire!de!NRF2!
(300!à!400!cellules!comptées!par!condition)!(n=14).!(B)!Images!et!histogramme!représentatifs!de!
l’intensité! de! fluorescence! de! l’immuno=marquage! NRF2! dans! le! noyau! de!neurones! corticaux,!
coloré!au!Hoechst,!6! jours!après!transfection!par!siOPA1!ou!siCtrl! (750!à!850!cellules!comptées)!
(n=5).!Test!non!paramétrique!Mann!Whitney,!p<0,001***.!Echelle!:!10µm.!
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Figure! 9! –! Les! niveaux!protéiques! et! les! activités! enzymatiques!des!protéines! cibles! de!NRF2!
sont!augmentées!dans!les!cellules!invalidées!pour!OPA1!par!interférence!à!l’ARN!
(A)! Immunoblots! et! histogramme! représentatifs! de! la! quantité! protéique! de! SOD1! et! SOD2,!
relative! à! l’actine,! dans! des! cellules! HeLa! invalidées! (gris)! ou!non! (blanc)! pour!OPA1! (n=8).! (B)!
Activité!de!la!superoxyde!dismutase!totale!(SOD1!+!SOD2)!dans!des!cellules!HeLa!transfectées!par!
siOPA1!ou!siCtrl! (n=5).!(C)! Immunoblots!et!histogramme!représentatifs!de!la!quantité!protéique!
de!la!catalase!relative!à!l’actine,!dans!des!neurones!invalidés!ou!non!pour!OPA1!(n=8).!(B)!Activité!
de!la!catalase!dans!des!neurones!transfectés!par!siOPA1!ou!siCtrl!(n=5).!T=test!de!Student!apparié,!
p<0,05*,!p<0,01**.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
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Figure!10!–!Niveaux!protéiques!d’enzymes!antioxydantes!cibles!de!NRF2!!
(A)!Immunoblots!et!histogrammes!représentatifs!des!quantités!de!la!catalase,!NQO1,!GSTP1!et!les!
ferritines!(chaînes!lourdes!FHC!ou!chaînes!légères!FLC),!relatives!à!l’actine,!dans!des!cellules!HeLa!
traitées!par!siOPA1!ou!siCtrl!(n=7=8).!(B)!Activité!de!la!catalase!dans!les!cellules!HeLa!transfectées!
ou! non! par! siOPA1! (n=7).! (C)! Immunoblots! et! histogrammes! représentatifs! des! quantités! de!
SOD1,!SOD2,!NQO1!et!GSTP1!dans!des!neurones!transfectés!ou!non!pour!OPA1!(n=8).!T=test!de!
Student!apparié,!p<0,01**.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
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nous!intéressant!à!une!des!voies!de!signalisation!les!plus!impliquées!en!réponse!aux!taux!d’EAO!:!le!
facteur!de!transcription!Nuclear!factor!(erythroid=derived!2)=like!2!(NRF2).!!
Le!facteur!de!transcription!NRF2!est!séquestré!au!niveau!du!cytosol!en!condition!«!basale!».!
En!présence!d’un!taux!d’EAO!élevé,!NRF2!est!transloqué!dans!le!noyau!et!transactive!des!gènes!cibles!
impliqués!dans!la!détoxification!de!la!cellule.!Nous!avons!donc!analysé!la!localisation!subcellulaire!de!
NRF2! par! immunocytofluorescence! dans! des! cellules! HeLa! et! des! neurones! traités! ou! non! par! un!
siOPA1.!Dès! 67h! après! transfection,! 30!%! des! cellules!HeLa! présentent! un!marquage! nucléaire! de!
NRF2!contre!10!%!pour!les!cellules!contrôles!(Figure!7),!et!72h!après!transfection,!cette!localisation!
est!visible!dans!55!%!des!cellules!(Figure!8A).!Dans!les!neurones!dont!OPA1!est!diminuée,!l’intensité!
de!fluorescence!nucléaire!du!marquage!NRF2!est!de!15!%!supérieure!à!l’intensité!mesurée!dans!les!
neurones!contrôles!(siCtrl)!(Figure!8B).!Ainsi,!le!facteur!de!transcription!NRF2!est!activé!dans!les!deux!
modèles! cellulaires! dont! l’expression! d’OPA1! est! diminuée,! probablement! en! réponse! à! une!
augmentation!du!taux!d’EAO!intracellulaires.!
Nous! avons! alors! déterminé! la! quantité! et! l’activité! de! certaines! enzymes! cibles! de!
NRF2!comme! les! superoxydes! dismutases! 1! et! 2! (SOD1! et! SOD2),! la! catalase,! GSTP1,!NQO1! et! les!
ferritines! (Figures!9!et!10).!Alors!que! la!quantité!et! l’activité!de! la!catalase! restent! stables! (Figures!
10A! et! B),! la! perte! d’OPA1! dans! les! cellules! HeLa! induit! (i)! une! augmentation! d’environ! 40! %! de!
l’activité!de! la!SOD!qui!peut!être!corrélée!à! l’augmentation!de! la!quantité!de!SOD1!de!40!%,!et! (ii)!
une! augmentation! de! 30!%!de! la! quantité! de!GSTP1! (Figures! 9A! et! B,! Figure! 10D).! A! l’inverse,! les!
SOD1!et!2!ne!sont!pas!augmentées!dans!les!neurones!en!culture!primaire!déplétés!pour!OPA1!(Figure!
10C)! alors! que! l’activité! et! de! la! quantité! protéique! de! la! catalase! augmentent! d’environ! 70! %!
(Figures!9C!et!D).! Les!quantités!de!NQO1!et!des! ferritines! (chaînes! lourdes!et! légères)!ne! sont!pas!
affectées!par!une!diminution!d’expression!d’OPA1,!dans!les!deux!modèles!cellulaires!(Figures!10E,!F,!
G,!H).!Ces!résultats!pourraient!expliquer! la!diminution!du!taux! intracellulaire!total!des!EAO!mesuré!
dans!nos!modèles.!!
I. 3. 4. Effets d’un stress oxydant sur la viabilité des neurones déplétés pour OPA1 
Les!cellules!présentent!donc!une!réponse!antioxydante!activée!à!l’état!«!basal!».!Pour!mimer!
une!condition!de!stress!environnemental!que!subissent!les!neurones!des!patients!atteints!d’ADOA=1,!
nous!avons!choisi!de!traiter!les!neurones!corticaux!primaires!par!la!roténone.!Cette!molécule!est!un!
inhibiteur!du!complexe!I!et!induit!un!stress!oxydant!par!une!production!excessive!d’EAO!au!niveau!de!
ce!complexe!respiratoire.!
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Figure!11!–!Les!neurones!invalidés!pour!OPA1!sont!plus!sensibles!au!stress!oxydant!aigue!induit!
par!la!roténone!et!les!défenses!antioxydantes!sont!altérées!
(A)!Viabilité!cellulaire!avant!et!après!traitement!à!la!roténone!(500nM,!1h)!des!neurones!invalidés!
(gris)!ou!non!(blanc)!pour!OPA1,!déterminée!au!bleu!trypan!(n=4).!(B)!Noyaux!pycnotiques!avant!
et! après! traitement!aigu!par! la! roténone! (500nM,! 1h)! sur! des!neurones! transfectés!par! siOPA1!
(gris)!ou!siCtrl!(blanc)!(n=5).!Test!non!apparié!de!Weilch!p<0,05*.!(C)!Intensité!de!fluorescence!de!
l’immuno=marquage! NRF2! dans! le! noyau,! réalisé! dans! des! neurones! traités! ou! non! par! la!
roténone!(500nM,!1h),!après!6!jours!de!transfection!par!siOPA1!(gris)!ou!siCtrl!(blanc)!(750!à!850!
cellules!comptées)!(n=5).!(D)!Immunoblots!et!histogrammes!représentatifs!de!la!quantité!d’OPA1,!
de!SOD1,!de!SOD2!et!de!la!catalase,!relative!à!la!quantité!d’actine,!avant!ou!après!un!traitement!
par! la! roténone! (500nM,! 1h),! dans! des! neurones! transfectés! (gris)! ou! non! (blanc)! par! siOPA1!
(n=6=8).!T=test!de!Student!apparié,!p<0,05*,!p<0,01**,!p<0,001***.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
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Figure!12!–!Viabilité!cellulaire!après!un!traitement!chronique!des!neurones!par!la!roténone!
Traitement!chronique!par! la!roténone!(50nM)!pendant!24!ou!48h!sur!des!neurones!invalidés!ou!
non!pour!OPA1!(n=4).!T=test!de!Student!apparié!ou!non=apparié,!p<0,05*.!
!
                                                                                                                                                   Résultats 
! 116!
Dans! un! premier! temps,! un! stress! oxydant! «!aigu!»! a! été! induit! par! un! traitement! d’une!
heure!avec!500!nM!de!roténone,!puis!les!cellules!ont!été!incubées!3h!dans!un!milieu!reconditionné.!
Alors!que!ce!traitement!pro=oxydant!est!sans!effet!sur!la!population!de!neurones!transfectés!par!le!
siCtrl,! la! viabilité! des! cellules! dont! la! quantité! d’OPA1! est! diminuée! baisse! significativement!
(augmentation!significative!de!7!%!de!la!mortalité)!(Figure!11A).!De!même,!le!pourcentage!de!noyaux!
pycnotiques,! signe! de! la! mort! cellulaire! par! apoptose,! est! plus! élevé! dans! des! neurones! dont! la!
quantité! d’OPA1! (20! %)! est! diminuée,! après! un! traitement! par! la! roténone,! contrairement! aux!
cellules!contrôles!(14!%)!(Figure!11B).!!
Nous! avons! ensuite! analysé! le! statut! des! défenses! antioxydantes! des! cellules! dans! ces!
conditions!(Figure!11D).!Le!traitement!par!la!roténone!induit!une!augmentation!significative!de!25!%!
de! la!quantité!de!SOD1!dans! les!neurones! transfectés!par! le! siCtrl.! Les!quantités!de!SOD2!et!de! la!
catalase!restent!stables.!Ainsi,!les!cellules!du!groupe!contrôle!sont!capables!d’induire!leurs!défenses!
antioxydantes! en! réponse! à! une! augmentation! d’EAO! dans! la! cellule.! Dans! les! neurones! déplétés!
pour!OPA1,!les!quantités!protéiques!de!SOD1,!SOD2!et!de!la!catalase!ne!sont!pas!augmentées!après!
le! traitement!par! la! roténone.!De!plus,! la! quantité!de! catalase,! élevée!dans! les! neurones!déplétés!
pour! OPA1! comme! nous! l’avons! montré! précédemment,! se! trouve! diminuée! de! 37,5! %! après! le!
traitement!par!la!roténone.!Ainsi,!lors!d’un!stress!oxydant!exogène,!les!neurones!déplétés!pour!OPA1!
ne! sont! pas! capables! d’induire! une! réponse! antioxydante,! ni! de!maintenir! un! niveau! d’expression!
élevé! de! la! catalase.! Ces! mécanismes! pourraient! être! à! l’origine! de! leur! sensibilité! à! un! stress!
supplémentaire.!!
Pour! déterminer! l’effet! d’un! stress! prolongé,! ou! «!chronique!»,! nous! avons! incubé! les!
neurones!pendant!24h!et!48h!avec!50!nM!de!roténone!(Figure!12).!Dans!les!deux!cas,!les!neurones!
déplétés!pour!OPA1!sont!plus! sensibles!au! traitement! roténone! (75!%!de!viabilité!à!24h!et!50!%!à!
48h)!que!les!cellules!contrôles!(85!%!de!viabilité!à!24h!et!65!%!à!48h)!comme!le!montrent!les!tests!de!
viabilité.! Il! est! à! noter! que! la! viabilité! de! la! population! neuronale! contrôle! est! diminuée! à! 48h! de!
traitement!alors!qu’elle!n’est!pas!affectée!à!24h.!
Ainsi,! la! perte! d’OPA1! rend! les! cellules! plus! sensibles! aux! stress! exogènes! «!aigus!»! ou!
«!chroniques!».!!
I. 3. 5. Détermination du statut redox chez les souris OPA1+/- modèles de l’ADOA-1 
Dans!un!premier!temps,!nous!avons!déterminé!de!manière!indirecte!le!taux!d’EAO!dans!des!
cortex! de! souris! modèles! de! la! pathologie! de! l’ADOA=1! (OPA1+/Z),! par! mesure! de! l’activité! de!
l’aconitase!(Figure!13A).!A!4!mois,!l’activité!de!l’aconitase!est!diminuée!de!34,5!%!dans!les!souris!!
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Figure!13!–!L’état!redox!des!cellules!du!cortex!de!souris!OPA1+/.#est!perturbé!
Activité!de! l’aconitase!(A)!et!de! la!catalase! (B)!dans!des!cortex!de!souris!sauvages!ou!mutantes!
hétérozygotes! pour! le! gène! OPA1,! âgées! de! 4! (n=10)! et! 10! mois! (n=6).! Histogrammes!
représentatifs!des!quantités!de!l’aconitase!(C)!et!de! la!catalase!(D),!relatives!à! l’actine,!dans!des!
cortex! de! souris! sauvages! ou! hétérozygotes! mutantes! pour! le! gène! codant! OPA1,! âgées! de! 4!
(n=10)!à!10!mois!(n=6).!Histogrammes!représentatifs!des!quantités!protéiques!de!SOD1!(E)!et!de!
SOD2!(F),!relatives!à!l’actine,!dans!des!cortex!de!souris!âgées!de!4!(n=10)!et!10!mois!(n=6).!T=test!
de! Student! non=apparié,! avec! les! corrections! de! Welch’s,! p<0,05*,! p<0,01**.! U.A! :! Unité!
Arbitraire.!
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OPA1+/Z!en!comparaison!avec!les!souris!sauvages,!différence!qui!s’accroît!à!10!mois!(60!%).!De!plus,!la!
diminution!de!l’activité!de!l’aconitase!s’accentue!de!4!à!10!mois!chez!les!souris!hétérozygotes!pour!le!
gène!OPA1! (diminution! de! 48!%).! La! quantité! protéique!de! l’aconitase! reste! cependant! inchangée!
(Figure!13C).!
L’activité! et! la! quantité! de! la! catalase! ne! sont! pas! significativement! différentes! entre! les!
souris!contrôles!et!mutées!(Figure!13B).!Bien!que!l’activité!de!la!catalase!ne!soit!pas!significativement!
différente!entre!les!souris!contrôles!et!mutées,!elle!augmente!de!35!%!de!4!à!10!mois!chez!les!souris!
OPA1+/Z!(Figure!13D).!!
Les! quantités! de! SOD1! et! SOD2! ont! été! mesurées! dans! les! cortex! de! souris! sauvages! ou!
mutantes!pour!le!gène!OPA1,!à!4!et!10!mois!(Figures!13E!et!F).!Bien!que!les!quantités!restent!stables!
en!comparaison!au!groupe!contrôle,!la!quantité!de!SOD1!diminue!significativement!de!45!%!chez!les!
souris! mutées,! à! 4! mois.! De! plus,! nous! pouvons! observer! une! augmentation! significative! de! la!
quantité!protéique!de!SOD1!(55!%)!et!de!SOD2!(35!%)!entre!4!et!10!mois!chez!les!souris!OPA1+/Z.!
Les!souris!modèles!de!la!pathologie!de!l’ADOA=1!sont!donc!dans!un!état!pro=oxydant.!!
I. 3. 6. Caractérisation du statut antioxydant de fibroblastes issus de peau de patients 
atteints d’ADOA-1 
Afin! de! déterminer! la! contribution! d’une! altération! des! défenses! antioxydantes! dans! la!
pathogenèse! de! l’ADOA=1,! nous! avons! caractérisé! le! statut! de! la! réponse! antioxydante! dans! des!
fibroblastes!de!patients.!
Dans! un! premier! temps,! nous! avons! déterminé! la! quantité! protéique! d’OPA1! chez! les!
fibroblastes! contrôles! (C1! à! C5)! et! de! patients! (P1! à! P8)! (Figures! 14A! et! B).! Les! cultures! de!
fibroblastes!issus!de!4!patients!expriment!des!niveaux!d’OPA1!inférieurs!au!groupe!contrôle!(P1,!P3,!
P4! et! P7).! De! plus,! nous! pouvons! suggérer! que! les! patients! P1! et! P3! présentent! une!
«!haploinsuffisance!sévère!»!pour!la!dynamine.!Sachant!que!le!ratio!de!la!forme!longue!d’OPA1!sur!la!
forme! courte! est! un! paramètre! important! contrôlant! la! fonction! de! la! protéine! (Ishihara!N.! et! al.,!
2006),!nous!avons!estimé!ce!ratio!dans!les!deux!groupes!de!fibroblastes!(Figures!14C!et!D).!Les!ratios!
indiquent!que!la!forme!courte!est!légèrement!plus!exprimée!que!la!forme!longue,!mais!il!n’y!a!pas!de!
différences!significatives!entre!les!groupes!contrôles!ou!mutés!pour!la!dynamine!OPA1.!!
La!quantité!de!5!cibles!du!facteur!de!transcription!NRF2,!dont!SOD1,!SOD2!et! la!catalase,!a!
été!analysée!par!immunoblot!dans!des!fibroblastes!issus!des!volontaires!sains!et!des!patients!atteints!
d’ADOA=1!(Figure!15).!La!quantité!de!chaque!enzyme!est!hétérogène,!aussi!bien!chez!les!contrôles!!
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Figure!14!–!Quantité!protéique!d’OPA1!dans!les!fibroblastes!
La!quantité!de!protéine!OPA1!relative!à! la!quantité!d’actine,!a!été!estimée!par! immunoblot! (A)!
dans!des!fibroblastes!«!contrôles!»!(C1!à!C5)!et!(B)!issus!de!patients!atteints!d’ADOA=1!(P1!à!P8).!
Ces! expériences! ont! été! réalisées! de! 3! et! 6! fois! par! individu.! Cinq! isoformes! d’OPA1! sont!
détectées! par! l’anticorps! anti=OPA1,! notées! de! a! à! e.! Les! formes!b! (forme! longue)! et! d! (forme!
courte)!sont!prépondérantes!dans!les!fibroblastes!humains.!Les!rapports!des!formes!longues!sur!
les!formes!courtes!d’OPA1!ont!été!mesurés!chez!les!contrôles!(C)!et! les!patients!(D).!U.A!:!Unité!
Arbitraire.!
!
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Figure!15!–!Les!défenses!antioxydantes!sont!diminuées!chez!certains!patients!atteints!d’ADOA;1!
(A)! Immunoblots! anti=SOD1,! SOD2,! catalase,! GSTP1,! NQO1! et! actine! à! partir! de! lysat! de!
fibroblastes! de! patients! atteints! d’ADOA=1! (P1! à! P8)! et! de! volontaires! sains! (C1! à! C5).! (B)!
Histogrammes! représentatifs! des! quantités! protéiques! des! différentes! enzymes! relatives! à!
l’actine.! Chaque! point! représente! une!moyenne! de! 3! à! 6! expériences! indépendantes! dans! les!
deux!groupes!d’individus.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
!
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que!les!patients,!et!n’est!corrélé!ni!avec!l’âge,!ni!avec!le!sexe!des!individus.!Toutefois,!les!fibroblastes!
de!4!patients!(P1,!P3,!P5!et!P7)!présentent!une!quantité!de!SOD1!et!de!SOD2!inférieure!au!groupe!
contrôle.! Rappelant! les! résultats! obtenus! dans! les! neurones! traités! par! sOPA1,! la! quantité! de! la!
catalase! est! plus! élevée! chez! les! patients! P2,! P6! et! P7,! en! comparaison! au! groupe! contrôle.! Cette!
enzyme!serait!donc!activée!en! réponse!à! la!perte!de! fonction!d’OPA1!chez!ces!patients.! Le!niveau!
protéique! de! GSTP1! est! comparable! dans! les! deux! groupes,! seuls! les! fibroblastes! du! patient! P5!
présentent!une!quantité!plus!faible!de!l’enzyme.!Enfin,!bien!qu’hétérogène!chez!les!patients!atteints!
d’ADOA=1,!la!quantité!protéique!de!NQO1!est!élevée!chez!les!individus!P4!et!P7.!!
Suite! à! ces! résultats,! nous! pouvons! proposer! trois! groupes! d’individus! :! 1)! une! population!
dans! laquelle! les!défenses!antioxydantes!sont! induites,! comme!dans!nos!modèles!cellulaires,!2)!un!
groupe!qui!présente!des!réponses!antioxydantes!très! faibles!et!3)!des!personnes!chez! lesquelles! le!
niveau!d’enzymes!détoxifiantes!est!comparable!à!celui!du!groupe!contrôle.!!
!
I. 4. Conclusion 
Mes! travaux! de! thèse! ont! permis! de! déterminer! pour! la! première! fois! l’impact! de!
l’inactivation!d’OPA1!sur!l’homéostasie!redox!(Figure!16).!!
Pour! résumé,! nous! avons! montré! dans! un! premier! temps! que! la! respiration! cellulaire!
spontanée!est!diminuée!significativement,!dans!les!cellules!HeLa!et!les!neurones!traités!par!un!ARN!
interférant!(siOPA1).!La!respiration!n’est!pas!augmentée!après!l’ajout!d’un!agent!découplant,!ce!qui!
suggère! que! la! respiration! des! cellules! déplétées! pour! OPA1! est! déjà! maximale.! La! quantité! de!
certaines!sous=unités!des!complexes!I,!II,!III!et!IV!est!diminuée,!ce!qui!pourrait!expliquer!en!partie!le!
défaut!respiratoire!mesuré!dans!ces!cellules.!!
La! production! d’anion! superoxyde! est! augmentée,! révélée! de! manière! indirecte! par! la!
diminution! de! l’activité! de! l’aconitase! dans! les! deux!modèles! cellulaires! déplétés! pour! OPA1.! Les!
données!issues!des!modèles!in&vitro!ont!été!confirmées!par!l’analyse!in&vivo&dans!des!cortex!de!souris!
de! modèles! de! l’ADOA=1! (B6;C3=OPA1329Z355del).! En! effet,! les! animaux! présentent! une! diminution!
drastique!de! l’activité!de! l’aconitase!à!4!et!10!mois,!caractéristique!d’une!production!élevée!d’EAO!
mitochondriaux.!Ainsi,!les!modèles!cellulaires!et!animaux!de!l’ADOA=1!sont!dans!un!état!pro=oxydant.!!
Cependant,!la!mesure!d’EAO!totaux! in&vitro!montre!une!diminution!d’environ!25!%!dans!les!
deux!modèles!cellulaires.!Cette!diminution!globale!serait!la!conséquence!secondaire!d’une!activation!
des!défenses!antioxydantes.!En!effet,!NRF2!est!transloqué!au!noyau,!signe!de!son!activation!!
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Figure!16!–!Mécanismes!moléculaires!mis!en!jeu!lors!d’une!diminution!d’OPA1!
(A)! Représentation! schématique! résumant! les! résultats! obtenus! dans! les! neurones! et! dans! les!
cellules! HeLa,! respectivement! 6! jours! et! 72h! après! transfection! avec! un! siOPA1.! (B)! Schéma!
récapitulatif!du!niveau!intracellulaire!d’EAO!(rouge)!et!des!défenses!antioxydantes!(vert)!suite!à!la!
diminution! d’OPA1! (siARN! ou! mutations! du! gène)! et! des! stress! exogènes! (roténone! ou!
environnement!comme!UVs!ou!hypoxie).!!
!
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consécutive! à! la! diminution! d’OPA1.! De! plus,! certaines! enzymes! cibles! de! NRF2,! comme! les!
superoxydes!dismutase!1!et!2!(SOD1/2),!la!catalase!et!GSTP1,!voient!leur!quantité!et/ou!leur!activité!
augmentées.!!
Lors!de! l’application!d’un!stress!oxydatif!exogène!aigu! induit!par! la! roténone,!un! inhibiteur!
du! complexe! I,! les! défenses! antioxydantes! ne! sont! pas! activées! dans! les! neurones! traités! par! un!
siOPA1! et! meurent! plus! que! les! cellules! contrôles.! De! plus,! les! neurones! sont! également! plus!
sensibles! au! stress! chronique! induit! par! un! traitement! roténone! de! longue! durée.! Ainsi,! la! perte!
d’OPA1!sensibilise!les!cellules!au!stress!oxydatif!supplémentaire.!
Le!mécanisme!que!nous!avons!mis!à!jour!pourrait!contribuer!à!la!pathogenèse!de!l’ADOA=1.!
Nous! avons! par! conséquent! caractérisé! le! profil! antioxydant! de! fibroblastes! de! peau! de! patients!
atteints! d’ADOA=1.! Un! groupe! de! patient! répond! comme! les! modèles! cellulaires! que! nous! avons!
analysé,!leurs!défenses!antioxydantes!sont!plus!élevées!que!les!contrôles,!notamment!la!catalase.!De!
façon!intéressante,!certains!individus!présentent!clairement!des!niveaux!protéiques!des!enzymes!de!
détoxification! SOD1!et!2! très! faible.!Nous! suggérons!que! ces!patients! seraient!encore!plus! fragiles!
face! aux! stress! exogènes! tels! que! les! UVs! ou! l’hypoxie,! ce! qui! pourrait! constituer! un! facteur!
aggravant!et!accélérateur!de!la!pathologie.!!
Ces! résultats! ouvrent! de! nouvelles! pistes! pour! la! compréhension! de! la! pathogenèse! de!
l’ADOA=1!et!permet!de!proposer!des!perspectives!thérapeutiques!à!court!terme,!comme!l’utilisation!
de!molécules!antioxydantes!directes!(piégeurs!d’EAO)!ou!indirectes!(ARE=inducers),!pour!prévenir!ou!
ralentir! l’atrophie!optique!et/ou! les! syndromes!extra=oculaires!des!patients.!Ces!données!nous!ont!
permis! de! déposer! un! brevet! d’invention! européen! le! 27! mars! 2014! (n°EP14305448)! «#Method,#
process#and#kit#for#prognosis#of#OPA1#gene#or#OPA1#gene#product.deficit#induced#diseases#».!Dans!
ce!brevet,!nous!proposons!la!mise!en!place!d’un!test!pronostic!pour!les!patients!qui!présentent!des!
dysfonctions! du! gène! OPA1,! donc! principalement! atteints! d’ADOA=1,! et! des! stratégies!
thérapeutiques!ciblées!pour!la!prise!en!charge!des!patients.!!
!
# #
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II. Identification des partenaires d’OPA1 par protéomique 
II. 1. Contexte et objectifs 
De! nombreuses! fonctions! sont! attribuées! à! la! protéine! OPA1! comme! la! fusion! des!
membranes! internes! mitochondriales,! le! maintien! de! l’ADN! mitochondrial! et! un! rôle! anti=
apoptotique.!L’identification!des!partenaires!d’OPA1!devrait!permettre!de!préciser! les!mécanismes!
moléculaires! impliqués! dans! les! fonctions! de! la! dynamine! et! améliorer! nos! connaissances! des!
mécanismes!physiopathologiques!de!l’ADOA=1.!
Cependant,!peu!de!partenaires!protéiques!d’OPA1!ont!été!identifiés.!Les!travaux!de!Zanna!et!
collègues!publiés!en!2008!et!réalisés!sur!des!fibroblastes!issus!de!personnes!contrôles!ou!de!patients!
atteints!d’ADOA=1,!ont!montré!des!interactions!par!co=immunoprécipitation!entre!OPA1!et!NDUFA9!
(sous=unité!du!complexe!I),!une!sous=unité!de!70kDa!du!complexe!II!(flavoprotéine)!et!Core!2!(sous=
unité!du!complexe!III).!Cette!étude!a!également!révélé!une!interaction!avec!AIF!(Apoptosis=Inducing!
Factor),! une! protéine! localisée! dans! l’espace! inter=membranaire! mitochondrial! et! qui! intervient!
notamment! dans! l’assemblage! et! le! maintien! du! complexe! I! (Polster! 2013).! Ainsi,! le! complexe!
AIF/OPA1! permettrait! de! réguler! et! de! stabiliser! la! chaîne! respiratoire! (Sevrioukova! 2011)! (Figure!
17A).!!
Une!autre!étude!réalisée!dans!l’équipe!de!Manuel!Rojo,!en!collaboration!avec!notre!équipe,!
a!montré!en!2008!des!interactions!entre!OPA1!et!les!Mitofusines!1!et!2!(MFN1!et!2)!dans!des!cellules!
HeLa!(Guillery!et!al.!2008)! (Figure!17A).!De!même,!chez! la! levure!S.&cerevisiae,! la!protéine! !mgm1p!
(orthologue! d’OPA1)! interagit! de! manière! indirecte! avec! Fzo1p,! l’orthologue! des! MFNs,! par!
l’intermédiaire!de! la!protéine!Ugo1p!(Sesaki!and!Jensen!1999)s!(Figure!17A).!Chez! les!mammifères,!
les!protéines!intermédiaires!permettant!l’interaction!d’OPA1!avec!les!MFNs,!comme!par!exemple!un!
analogue!de!Ugo1p,!n’ont!toujours!pas!été!identifiées.!!
Récemment,! un! nouveau! partenaire! d’OPA1! a! été! révélé! dans! des! cellules! HEK293!:! la!
protéine!ChChd3!de!fonction!encore! inconnue! (Darshi!et!al.!2011;!Zerbes!et!al.!2012)! (Figure!17A).!
Cette!protéine,!un!des!nombreux!substrats!de!la!protéine!kinase!A!(PKA),!est!ancrée!à!la!membrane!
interne!(MI)!des!mitochondries.!Cette!étude!montre,!par!des!expériences!de!co=immunoprécipitation,!
des!intéractions!entre!la!protéine!ChChd3,!OPA1,!Mitofiline!et!SAM50.!La!Mitofiline!est!une!protéine!
de!la!MI!mitochondriale!qui!contrôle!la!structure!des!crêtes,!une!des!fonctions!également!attribuée!à!
la!dynamine!OPA1! (Darshi!et!al.!2011;!Zerbes!et!al.!2012).!SAM50!est!une!sous=unité!du!complexe!
d’import!de!protéines!mitochondrial!(Sorting!and!Assembly!Machinery!complex),!spécialisée!dans!!
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Figure!17!–!Partenaires!protéiques!d’OPA1!connus!à!ce!jour!
Quelques! études! révèlent! des! interactants! d’OPA1! en! condition! normale! (normoxie)! (A)! ou! en!
hypoxie!(0,1%!d’oxygène)!(B),!chez!les!mammifères!et!dans!les!levures.!!
!
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l’assemblage! des! protéines! à! feuillets=beta,! et! localisée! à! la!membrane! externe! (Ott! et! al.!
2012).! Ces! résultats! suggèrent! un! rôle! de! ChChd3! comme! protéine! chaperonne! qui! permet! de!
stabiliser! des! complexes! protéiques! intervenant! dans! l’architecture! des! crêtes! mitochondriales! et!
l’import!de!protéines.!!
! Certains! partenaires! d’OPA1! ont! été! révélés! par! des! études! réalisées! sur! des! cellules! en!
hypoxie! (Figure! 17B).! Des! travaux! menés! par! notre! équipe! ont! montré! que! l’adressage! à! la!
membrane!externe!mitochondriale!du!facteur!pro=apoptotique!BNIP3!en!condition!d’hypoxie!(0,1!%!
oxygène)! induit! la! déstructuration! des! oligomères! d’OPA1! dans! des! cellules! HeLa.! Ce! phénomène!
aboutit!à!la!fission!mitochondriale!et!à!la!mort!des!cellules!par!apoptose!(An!et!al.!2013;!Landes!et!al.!
2010;!Landes!et!al.!2010).!Récemment,!un!nouveau!partenaire!d’OPA1!a!été!identifié!dans!les!cellules!
HeLa!et!HEK293T!:!Higd=1a.!Cette!protéine!est!localisée!dans!la!membrane!interne!mitochondriale!et!
joue! un! rôle! dans! la! survie! des! cellules! en! condition! d’hypoxie! (0,1!%! oxygène).! Higd=1a! interagit!
uniquement! avec! la! forme! longue!d’OPA1,! ce! qui! suggère!un!domaine!d’interaction!perdu! lors! du!
clivage!d’OPA1,!responsable!de!la!forme!courte.!L’interaction!Higd=1a/OPA1!empêche!le!clivage!de!la!
dynamine! et! par! conséquent! protège! les! cellules! de! la! mort! par! apoptose! induite! en! condition!
d’hypoxie! (An! et! al.! 2013;! Landes! et! al.! 2010).! Ainsi,! OPA1! serait! une! cible! préférentielle! pour!
moduler!les!effets!de!l’hypoxie!sur!les!cellules!et!serait!au!cœur!de!la!balance!survie/apoptose.!
Pour!identifier!les!partenaires!protéiques!d’OPA1,!nous!avons!choisi!de!dresser!l’intéractome!
de! la! dynamine! dans! des! neurones! corticaux! en! culture! primaire,! en! mettant! en! œuvre! des!
expériences! de! co=immunoprécipitation! suivies! d’identification!des! protéines! par! spectrométrie! de!
masse.!!
!
II. 2. Modèle expérimental et méthodologie 
! Pour!obtenir!des!échantillons!exploitables!par!spectrométrie!de!masse,!de!nombreuses!mises!
au! point! ont! été! réalisées.! Ces! étapes! sont! essentielles! dans! une! approche! de! protéomique,! je!
décrirai!donc!plus!précisément!les!mises!au!point!que!j’ai!dû!réaliser!pour!mener!à!bien!cette!étude.!!
II. 2. 1. Le modèle choisi 
Pour! l’identification! de! l’interactome! d’OPA1,! notre! choix! s’est! porté! sur! des! neurones!
corticaux! embryonnaires! en! culture! primaire,! préparation! largement! décrite! et! utilisée! dans! la!
littérature! (Bertholet! et! al.! 2013;! D.! T.! W.! Chang! and! Reynolds! 2006).! D’après! des! analyses!
d’électrophysiologie!réalisées!par!Ambre!Bertholet,!les!neurones!en!culture!primaire!que!nous!!
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Figure! 18! –! Tests! de! viabilité! des! neurones! corticaux! et! de! la! croissance! dendritique! pour! la!
mise!au!point!des!conditions!de!culture,!pour!les!expériences!de!protéomique!
(A)!Ensemencement!des!neurones!dans!des!boîtes!de!P35!(600!000!cellules!par!boîte)!et!P100!(4!
millions!de!cellules!par!boîte),!préalablement!incubées!avec!de!la!poly=D=Lysine!(0,1mg/ml,!50!ou!
10µg/ml).! La! viabilité! cellulaire! a! été! déterminée! par! coloration! au! Bleu! Trypan,! 9! jour! après!
ensemencement! (n=2).! (B)! Marquage! des! dendrites! par! immunocytofluorescence! anti=MAP2!
réalisée!au!9ème!jour!de!culture!(n=2).!Echelle!:!5µm.!
!
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utilisons! au! laboratoire! ont! une! activité! électrique! dès! 8! jours! de! culture! (Days! In! Vitro! 8,! DIV8)!
(données! non! publiées).! Nous! avons! donc! choisi! d’utiliser! les! cellules! à! DIV9! pour! identifier! les!
partenaires!d’OPA1!dans!des!cellules!matures!et!fonctionnellement!actives.!
II. 2. 2. Les techniques utilisées et les mises au point 
Pour!détecter!et!identifier!les!partenaires!d’une!protéine!par!spectrométrie!de!masse,!il!est!
nécessaire!d’analyser!des!immunoprécipités!réalisés!à!partir!de!3!à!4!mg!de!protéines.!J’ai!donc!mis!
au!point!les!conditions!de!culture!de!neurones!dans!des!boîtes!de!10!cm!de!diamètre!(P100)!et!testé!
différentes!concentrations!du!revêtement!de!poly=D=Lysine!(0,1!mg/mL,!50!µg/mL!ou!10!µg/mL).!La!
viabilité! cellulaire,! estimée! par! une! coloration! des! cellules! au! Bleu! Trypan,! est!meilleure! (environ!
85!%)!dans!les!boîtes!P100!préalablement!incubées!avec!50!µg/mL!de!poly=D=Lysine!(Figure!18).!De!
même,!dans!cette!condition!de!culture,! les!dendrites,!observées!par! immunocytofluorescence!avec!
un!anticorps!anti=MAP2,!présentent!une!croissance!normale,!en!comparaison!aux!cultures!effectuées!
dans!les!boîtes!P35!(35!mm)!couramment!utilisées!au!laboratoire.!
L’objectif!étant!de!réaliser!un! interactome!de! la!protéine!mitochondriale!OPA1,!nous!avons!
donc! choisi! d’isoler! les! mitochondries! par! un! protocole! utilisé! couramment! au! laboratoire.! Or! ce!
protocole!ayant!été!mis!au!point!pour!des!cellules!HeLa!et!des!MEFs!(Mouse!Embryonic!Fibroblasts),!
j’ai!adapté! les!conditions!expérimentales!pour! les!neurones,!qui!ont!une!morphologie!différente!et!
une!membrane!plasmique!plus!difficile!à!lyser!(confer!Matériels!et!Méthodes).!
Pour! la! technique! d’immunoprécipitations! (IP),! nous! avons! choisi! d’utiliser! des! billes!
magnétiques!(Dynabeads)!car!elles!sont!capables!de!retenir!des!complexes!protéiques!de!très!grande!
taille,!contrairement!aux!billes!de!sépharose!couramment!utilisées.!J’ai!testé!deux!types!d’anticorps!
(Ac)!anti=OPA1,!un!Ac!polyclonal!produit!chez!le!lapin!et!un!Ac!monoclonal!obtenu!chez!la!souris.!Le!
rendement!d’immunoprécipitation!de!l’Ac!anti=OPA1!de!souris!est!7!fois!plus!important!que!l’Ac!de!
lapin!(Figure!19).!!
Pour! lier! de! façon! covalente! l’anticorps! utilisé! pour! l’IP! aux! protéines! G! des! billes!
magnétiques!afin!d’éviter!que!les!chaînes!lourdes!et! légères!des!IgGs!présentes!en!grande!quantité!
dans! l’échantillon! masquent! les! peptides! endogènes,! nous! avons! utilisé! le! bissulfosuccinimidyl!
suberate!(BS3,!Sigma),!un!agent!pontant!irréversible.!Les!conditions!expérimentales!que!nous!avons!
retenues,!sont!une!incubation!des!billes!et!de!l’anticorps!avec!5!mM!de!BS3!pendant!30!minutes.!La!
réaction! de! «!cross=link!»! a! été! inhibée! avec! 50!mM! de! Tris! HCL! à! pH=7,5! pendant! 15!minutes! à!
température!ambiante!(Figures!20!et!21).!!
! !
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Figure!19!–!Choix!de!l’anticorps!pour!les!immunoprécipitations!d’OPA1!
Immunoprécipitations! sans! anticorps! (IP=),! avec! un! anticorps! issu! de!
lapin! (polyclonal)! ou! avec! un! anticorps! issu! de! souris! (monoclonal),! à!
partir!de!500µg!de!protéines.!a!:!input!(extrait!protéique)!75µg,!b!:!IP=,!c!:!
IP+! (Lapin),! d! :! IP+! (Souris).! OPA1! a! été! révélé! par! immunoblot! avec!
l’anticorps! de! souris! commercial.! Le! rendement! d’immunoprécipitation!
est!7!fois!plus!important!dans!la!condition!IP+!(souris).!!
!
Figure!20!–!Utilisation!de!différentes!concentrations!de!BS3!
et!impact!sur!la!qualité!de!l’immunoprécipitation!(IP)!
Immunoprécipitations! sans! anticorps! (IP=)! et! avec! un!
anticorps! issu! de! souris! (IP+)! réalisées! à!partir!de!120µg!de!
protéines.!Les!billes!ont!été!pré=incubées!avec!l’anticorps!en!
présence!de!différentes! concentrations! finales! de!BS3! et! le!
cross=link! a! été! arrêté! pendant! 15!minutes! avec! 50mM! de!
Tris! HCL! pH7,5.! OPA1! a! été! révélé! par! immunoblot! avec!
l’anticorps!de!souris!commercial.!!
*&Chaînes&lourdes&des&IgGs.!
!
Figure!21!–!Choix!de!l’inhibiteur!du!cross;link!induit!par!le!BS3!
Immunoprécipitations! sans! anticorps! (IP=)! et! avec! un! anticorps!
issu!de!souris!(IP+)!réalisées!à!partir!de!300µg!de!protéines.!Les!
billes!ont!été!pré=incubées!avec!l’anticorps!en!présence!de!5mM!
de! BS3.! L’arrêt! du! cross=link! a! été! effectué! avec! différentes!
concentrations! de! Tris! HCL! pH7,5! ou! de! glycine! pH7,5! et! des!
temps!d’incubation!de!15!et!30!minutes.!OPA1!a!été! révélé!par!
immunoblot!avec!l’anticorps!de!souris!commercial.!!
*&Chaînes&lourdes&des&IgGs.!
!
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Une!fois!les!conditions!mises!au!point,!nous!avons!réalisé!les!3!expériences!de!protéomique.!
Nous!avions!le!choix!de!faire!analyser!l’échantillon!entier,!ou!de!le!séparer!sur!gel!SDS=PAGE!puis!de!
découper!le!gel!et!analyser!les!pistes!d’intérêts.!Nous!avons!choisi!la!deuxième!solution!pour!séparer!
OPA1! et! ses! interactants! selon! leur!masse!moléculaire! apparente! afin! de! concentrer! des! espèces!
moins!abondantes!et!permettre!ainsi!une!meilleure! identification!des!peptides!par! le!spectromètre!
de!masse.! Pour! cela,! nous! avons!procédé!à!une! coloration!argentique!du!gel! (Figure!22).!Dans! les!
expériences! 2! et! 3,! les! différentes! isoformes! de! la! protéine! OPA1! sont! visibles! (#).! En! effet,! ces!
expériences! ont! été! réalisées! avec! une! plus! grande! quantité! de! protéines! mitochondriale,!
respectivement!3,8!et!5,5!mg,!que!pour!l’expérience!1!(2,2!mg).!!
Le! spectromètre! de! masse! utilisé! pour! ces! analyses! est! un! MALDI=TOF! de! type! Orbitrap!
(http://3p5.medecine.univ=.=paris5.fr/spip.php?ar'cle1974).! L’ensemble! des! spectres! obtenus! a! été!
analysé!in&silico!à!l’aide!du!logiciel!Mascot.!!
!
II. 3. Résultats 
II. 3. 1. Les données de la protéomique 
La! première! expérience! de! protéomique! a! été! réalisée! à! partir! de! 2,2! mg! de! protéines!
mitochondriales! dans! la! condition! avec! (I+)! ou! sans! (IP=)! anticorps! anti=OPA1! (Figure! 23A).! Après!
avoir!analysé! les!échantillons!par!spectrométrie!de!masse,!32!protéines!ont!été! identifiées!comme!
étant!des!intéractants!potentiels!d’OPA1.!Les!protéines!trouvées!dans!la!condition!IP=!et!IP+!ont!été!
retirées! de! l’analyse! car! elles! sont! considérées! comme! non=spécifiques.! Nous! nous! sommes!
particulièrement!intéressés!aux!protéines!présentant!des!scores!élevés!et!identifiées!avec!plus!de!2!
peptides.!Ainsi,!nous!considérons!pour!cette!première!expérience!15!protéines!partenaires!d’OPA1.!
Pour! affiner! la! recherche! de! partenaires! et! garantir! la! reproductibilité! des! résultats,! nous! avons!
réalisés!l’expérience!deux!fois!de!plus.!Dans!les!expériences!2!et!3,!nous!avons!augmenté!la!quantité!
de! protéines! au! départ! pour! récupérer! un! plus! grand! nombre! de! partenaires! d’OPA1.! Ainsi,! nous!
avons! identifié! 14! et! 25! nouveaux! partenaires! putatifs! d’OPA1,! respectivement.! L’ensemble! des!
protéines!identifiées!dans!chaque!expérience!est!détaillé!dans!la!figure!24.!
Lorsque! que! l’on! regroupe! les! données! obtenues! dans! les! trois! expériences,! seulement! 4!
protéines!sont!détectées!de!façon!reproductible,!dont!OPA1!(Figure!23B).!Retrouver!OPA1!avec!un!
score! (de! 838! à! 4265)! et! un! nombre! de! peptides! très! élevés! (de! 27! à! 110)! dans! chacune! des!
expériences!indique!une!bonne!purification!de!la!dynamine!par!immunoprécipitation.!Les!trois!autres!!
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Figure!22!–!Coloration!des!gels!à!l’argent!
Les! 3! gels! représentent! les! 3! expériences! de! protéomique.! Les! surnageants! des! billes,! qui!
contiennent!(IP+)!ou!non!(IP=)!OPA1!et!ses!partenaires!potentiels,!ont!été!déposés!dans!des!gels!
SDS=PAGE,! colorés! ensuite! à! l’argent.! Dans! la! 1ère! expérience,! une! trop! grande! quantité! de!
marqueur! (M)! a! été! déposé! et! a! fui! sur! les! pistes! voisines,! notamment! dans! le! puits! IP=.!Nous!
avons! donc! dilué! le!marqueur! pour! les! deux! autres! expériences.! Les! bandes! intenses! que! l’on!
observe! à! chaque! expérience! (*)! sont! les! protéines! G! des! billes! qui! se! détachent! lors! de! la!
dénaturation!des!échantillons.!Dans!les!expériences!2!et!3,!les!isoformes!d’OPA1!sont!visibles!aux!
alentours!de!95kDa!(#).!!
!
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Expérience" mg"de"protéines"par"point" Nombre"de"protéines"iden9ﬁées"par"spectrométrie"de"masse"
Nombre"de"protéines"
iden9ﬁées"avec"2"pep9des"ou"
plus""
1" 2,2# 32# 15"
2" 3,8# 20# 14"
3" 5,5# 54# 25"
OPA1" Aconitase" Mitoﬁline" Hexokinase"1"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" 838# 27# 47# 2# 97# 2# 46# 2#
2" 4265 110 145 4 551 13 223 5 
3" 3815 36 36 1 778 17 885 17 
A"
B"
MFN1" MFN2" HSP60" SAM50"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" %# %# %# %# 65# 2# 63# 2#
2" 62 1 - - - - - - 
3" - - 78 2 90 2 158 6 
G3PDH" ATAD3" ATP"synthase"β"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" %# %# 45# 1# 85# 2#
2" 317 8 - - - - 
3" 303 6 117 4 245 5 
C"
VDAC1" VDAC2" VDAC3"
Expérience" Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des# Score# Nb#pep\des#
1" %# %# %# %# %# %#
2" - - - - - - 
3" 281 4 292 8 193 4 
Figure!23!–!Récapitulatifs!des!3!expériences!de!protéomique!
(A)!Tableau!représentatif!des!3!expériences!réalisées!avec!la!quantité!de!protéines!analysées!par!
point! (pour! IP+! et! pour! IP=),! le! nombre! total! de! protéines! identifiées! par! un! spectromètre! de!
masse!MALDI=TOF!de!type!Orbitrap!(http://3p5.medecine.univ=paris5.fr/spip.php?article1974)!et!
le!nombre!de!protéines!qui!ont!été!identifiées!avec!2!peptides!ou!plus! lors!de!l’analyse,!avec!un!
score!supérieur!à!25.!(B)!Tableau!récapitulatif!des!3!partenaires!potentiels!d’OPA1!identifiés!dans!
les! 3! expériences! de! protéomique! indépendantes.! (C)! Tableau! récapitulatif! des! protéines!
retrouvées! dans! la! littérature! et! celles! qui! ont! été! identifiées! par! 2! des! 3! expériences! de!
protéomique.!
!
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Protéines# Masse#moléculaire## n# Localisa\on# Références#
Aconitase" 86121# 1,#2#et#3# Matrice#mitochondriale# Matasova#LV#and#Popova#TN.#et#al.,#2008#;#Gruer#MJ#et#al.,#1997#
Mitoﬁline" 67477# 1,#2#et#3# MIM# Zerbes#RM.#et#al.,#2012#
Hexokinase"1" 103540# 1,#2#et#3# MEM,#Cytoplasme# Schindler#A.#et#al.,#2013#
HSP60" 61088# 1#et#3# Matrice#mitochondriale# Cappello#F.#et#al.,#2008#
SAM50" 52384# 1#et#3# MEM# Zeth#K.#et#al.,#2010#
G3PDH" 81549# 2#et#3# MIM# Mandal#MK.#et#al.,#2011#
ATP"synthase"su"beta" 56318# 1#et#3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
ATAD3" 66889# 1#et#3# MIM# Shuijie#L.#et#al.,#2011#
MAP1B" 270532# 1#et#3# Cytoplasme# Halpain#S.#et#al.,#2006#
Neuromoduline" 23703# 1#et#3# Cytoplasme# Huang#C.#et#al.,#2013#
DDX46" 117826# 1#et#3# Noyau,#Cytoplasme# Hozumi#S.#et#al.,#2012#
Histone"H1.2" 21974# 1#et#2# Noyau# Harshman#SW.#Et#al.,#2013#
Phosphate"carrier"protein"" 39876# 1# MIM# Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#M.#et#al.,#2013#
HSP90"beta" 83571# 1# Cytoplasme# Eckl#JM.#And#Richter#K.#et#al.,#2013#
T2complex"protein"1"subunit"
alpha" 60835# 1# Cytoplasme# Yebenes#H.#et#al.,#2011#
Spectrin"alpha"chain" 285261# 1# Cytoplasme# Salomao#M.#et#al.,#2005#
LSAMP" 37814# 1# Membrane#plasmique# Qiu#S.#et#al.,#2010#
RUFY3" 53158# 1# Inconnue# Yoshida#H.#et#al.,#2010#
Tubulin"alpha"1B"chain" 50804# 1# Cytoplasme# %#
Histone"H3.1" 15509# 1# Noyau# Harshman#SW.#Et#al.,#2013#
Syntaxin2binding"protein"1" 67925# 1# Membrane#plasmique,#Cytoplasme# jahn#R.#et#al.,#2012#
IgG"1"chain"C" 36493# 1# %# %#
14"3"3"protein"eta" 28365# 1# Cytoplasme# Ubl#A.#et#al.,#2002#
Cryptochrome"1" 66930# 1# Noyau,#mitochondrie# %#
Crea9ne"kinase"B2type" 42983# 1# Cytoplasme# Flint#Beal#M.#et#al.,#2011#
Transla9onal"endoplasmic"
re9culum"ATPase" 89977# 1# RE# Rumpf#S.#et#al.,#2011##
Mitofusine"1" 84649# 2# MEM# Chan#DC.#Et#al.,#2012#
Figure!24!–!Protéines!identifiées!dans!les!différentes!analyses!protéomiques!
Les! protéines! identifiées! ont! été! retrouvées! dans! la! 1ère,! la! 2ème! et/ou! la! 3ème! expérience! de!
protéomique! (n).! Pour! être! validées,! les! protéines! ont! été! identifiées! à! l’aide! d’au! moins! un!
peptide!et!avec!un!score!minimum!de!25.!!
!
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Protéines# Masse#moléculaire# n# Localisa\on# Références#
Malate"déshydrogénase" 36117# 3# Matrice#mitochondriale# Edwards#CB.#Et#al.,#2013#
Complexe"I"su"NDUS1"75kDa"" 80331# 3# MIM# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
Complexe"III"Core"1" 53500# 3# MIM# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
Complexe"IV"COX2" 26096# 3# MIM# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
Complexe"V"ATP"synthase"su"
gamma" 30229# 3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
Complexe"V"ATP"synthase"su"
delta" 17584# 3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
Complexe"V"ATP"synthase"su"
O"" 23440# 3# MIM# Jonckheere#AI.#Et#al.,#2012#
NADH2cytochrome"b5"
reductase" 34381# 3# Mitochondrie# Koopman#WJH.#Et#al.,#2013#
ADP/ATP"translocase"2"" 33108# 3# MIM# Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#M.#et#al.,#2013#
Tricarboxylate"transport"
protein" 34156# 3# MIM#
Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#
M.#et#al.,#2013#
Mitochondrial"glutamate"
carrier"2"" 34775# 3# MIM#
Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#
M.#et#al.,#2013#
Solute"carrier"family"25"
member"46" 46580# 3# MIM#
Palmieri#F.#et#al.,#2013#;#Gu\errez%Aguilar#
M.#et#al.,#2013#
Prohibi9ne" 29859# 3# MIM# Mishra#S.#et#al.,#2010#
Prohibi9ne"2" 33292# 3# MIM# Mishra#S.#et#al.,#2010#
VDAC1" 30851# 3# MEM# Colombini#M.#et#al.,#2011#
VDAC2" 32353# 3# MEM# Colombini#M.#et#al.,#2011#
VDAC3" 31178# 3# MEM# Colombini#M.#et#al.,#2011#
TOM70" 68143# 3# MEM# Rapaport#D.#et#al.,#2005#
Mitofusine"2" 86809# 3# MEM# Chan#DC.#Et#al.,#2012#
Mitochondrial"Fission"Factor" 24955# 3# MEM# Chan#DC.#Et#al.,#2012#
MIRO2" 70250# 3# MEM# Niescier#RF.#et#al.,#2013#
Serine/threonine2protein"
phosphatase"PGAM5" 32269# 3# MEM# Wang#Z.#et#al.,#2012#
HSDL1" 37226# 3# Mitochondrie# Meier#M.#et#al.,#2008#
LRPPRC" 157808# 3# Mitochondrie# Mourier#A.#et#al.,#2014#
Cytoplasmic"dynein"1"
intermediate"chain"2" 71533# 3# Cytoplasme# Kuta#A#et#al.,#2010#
RAB2A" 23692# 3# RE/Golgi# Villarroel%Campos#et#al.,#2014#
ADP2ribosyla9on"factor"1"" 20741# 3# Cytoplasme,#golgi# Bui#QT.#Et#al.,#2009#
ADP2ribosyla9on"factor"4" 20498# 3# Cytoplasme# Bui#QT.#Et#al.,#2009#
CEND1" 15091# 3# Mitochondrie# Poli\s#P.#et#al.,#2007#
CDC5L" 92389# 3# Noyau,#Cytoplasme# Zhang#N.#et#al.,#2009#
Stoma9n2like"protein"2" 38504# 3# Membrane#plasmique# Lapatsina#L.#et#al.,#2012#
Synapsine"1" 74114# 3# Cytoplasme# Yamagata#Y.,#2003#
Brain"acid"soluble"protein"1" 21777# 3# Noyau,#membrane#plasmique,#cytoplasme# Mosevitsky#MI.#Et#al.,#2005#
Nucléoside"diphosphate"
kinase"A" 17296# 3# Noyau,#Cytoplasme# Boissan#M.#and#Lacombe#ML.,#2011#
Sideroﬂexine"1" 35808# 3# Membrane#plasmique# Yoshikumi#Y.#et#al.,#2005#
Sideroﬂexine"3" 35696# 3# Mitochondrie# Yoshikumi#Y.#et#al.,#2005#
Armadillo"repeat2containing"
protein"10" 33743# 3# MEM# Lopez%Doménech#G.#et#al.,#2011#
Hemoglobin"subunit"beta"1" 16083# 3# Extracellulaire# %#
SLC3A2" 58150# 3# Membrane#plasmique# Feral#C.#et#al.,#2004#
FAM136A" 16128# 3# Noyau# %#
CCDC127" 30622# 3# Inconnue# %#
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protéines! identifiées! sont! l’Aconitase,! la!Mitofiline!et! l’Hexokinase!1.! Les! scores!et! les!nombres!de!
peptides! sont! élevés! dans! chacune! des! expériences! et! pour! ces! trois! partenaires! potentiels.! Cette!
approche!de!protéomique!nous!a!permis!d’identifier!des!partenaires!d’OPA1!qui!n’ont!jamais!encore!
été!décrits!dans!la!littérature,!l’Aconitase!et!l’Hexokinase.!La!Mitofiline!a!déjà!été!identifiée!comme!
étant! un! intéractant! d’OPA1,! par! une! technique!de! co=immunoprécipitation! dans! les! cellules!HeLa!
(Darshi!M.&2011).!
Dans! nos! conditions,! les!Mitofusines! 1! et! 2! (MFN1!et! 2)! ont! également! été! détectées,! ces!
protéines!ayant!déjà!été!décrites!comme!partenaires!d’OPA1!dans!des!cellules!HeLa!(Guillery!O.!et!al!
2008).!MFN1!a!été!identifié!dans!la!deuxième!expérience!(score!:!62,!peptides!:!1)!et!MFN2!dans!la!
troisième!(score!:!78,!peptides!:!2)!(Figure!23C).!!
Nous!avons!également!identifié!9!partenaires!putatifs!d’OPA1!dans!deux!des!3!expériences.!
Cinq! d’entre! elles! sont! localisées! dans! différents! compartiments! de! la! mitochondrie!:! HSP60! est!
matricielle,!SAM50!est!à!la!membrane!externe!et!G3PDH,!ATAD3!et!la!sous=unité!β!de!l’ATP!synthase!
sont,!comme!OPA1,!à!la!membrane!interne!(Figure!23C).!!!
Enfin,! nous! avons! identifié! de! nombreux! candidats! dans! chacune! des! expériences,!
particulièrement! dans! la! 3ème! (Figure! 24).! Nous! pouvons! suggérer! que! le! nombre! important! de!
partenaires! identifiés! peut! être! corrélé! avec! une! quantité! élevée! de! protéines! immunoprécipitées!
(5,5!mg)!dans!cette!expérience.!!
II. 3. 2. La validation des candidats obtenus 
Les!résultats!obtenus!concernant!la!validation!des!partenaires!candidats!d’OPA1!sont!encore!
préliminaires.! Nous! avions! pour! objectif! de! commencer! la! validation! par! des! expériences! de! co=
immunoprécipitation,!réalisées!dans!les!mêmes!conditions!que!l’approche!de!protéomique.!Dans!un!
premier!temps,!nous!avons!choisi!d’analyser!l’interaction!d’OPA1!avec!l’Hexokinase!1!(HK1).!!
Après! avoir! réalisé! des! immunoprécipitations! d’OPA1! à! partir! d’enrichissement!
mitochondriaux!(1,5!mg!de!protéines),!nous!avons!détecté!de!manière!reproductible!l’Hexokinase!1!
(n=3),!ce!qui!constitue!une!première!étape!de!validation!«!d’interaction!»!entre!ces!deux!protéines!
(Figure! 25).! Nous! avons! également! fait! un! test! d’immunoprécipitation! d’OPA1! en! révélant! par!
immunoblot! l’aconitase! et! HSP60! (identifié! dans! 2! des! 3! expériences! de! protéomique).! Nous! ne!
révélons! pas! la! présence! de! ces! deux! protéines! dans! l’échantillon.! Nous! envisageons! donc!
d’augmenter! la! quantité! de! protéines! à! immunoprécipiter! pour! pouvoir! détecter! des! interactions!
potentielles,! car! l’aconitase! et! HSP60! sont! moins! abondantes! que! l’HK1! dans! les! enrichissements!
mitochondriaux!(puits!Mito).!
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Figure!26!–!Analyse!IPA!(Ingenuity!Pathway!Analysis)!entre!OPA1!et!l’Hexokinase!1!
!
Figure!25!–!Immunoprécipitation!d’OPA1!
Après! immunoprécipitation! d’OPA1! (anticorps! anti=
OPA1)! à! partir! de! 1,5mg! de! protéines!
mitochondriales,! révélation! par! immunoblot! des!
partenaires! potentiels! identifiés! dans! les! 3!
expériences!de!protéomique,!comme!l’Hexokinase!1!
(HK1)! (n=3)! et! l’aconitase! (n=1),! et! dans! 2! des! 3!
expériences,!comme!HSP60!(n=1).!
!
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Pour! replacer!OPA1! et! à! l’HK1! dans! un! contexte! cellulaire! intégré,! nous! avons! réalisé! une!
analyse! IPA! (Ingenuity! Pathway! Analysis)! (Figure! 26).! Dans! cette! analyse,! nous! ne! retrouvons! pas!
d’autres! protéines! que! nous! avons! identifiées! dans! les! 3! expériences! de! protéomique,! excepté! la!
protéine!VDAC1!(expérience!3)!(Figure!23C).!
!
II. 4. Conclusion 
La! caractérisation! des! intéractants! d’OPA1! dans! des! neurones! en! culture! primaire! permet!
d’ouvrir! de! nombreuses! pistes! d’études! des! fonctions! et! des! dysfonctions! de! la! dynamine.! Nous!
avons! pu! retrouver! quelques! protéines! déjà! connues! pour! interagir! avec! la! dynamine! comme! les!
Mitofusines! (Guillery! et! al.! 2008)! et! la!Mitofiline! (Darshi! et! al.! 2011).! Les! protéines! identifiées! qui!
n’ont! pas! encore! été! décrites! dans! la! littérature,! comme! l’aconitase! et! l’Hexokinase! 1! (HK1),!
identifiées! dans! les! 3! expériences! de! protéomique,! nous! permettent! de! proposer! de! nouvelles!
perspectives!(confère!discussion!générale)!et!de!mesurer! l’implication!d’OPA1!dans!de!nombreuses!
fonctions!cellulaires.!!
Nous! souhaitons! par! la! suite! valider! les! interactions! des! 3! partenaires! identifiés! 3! fois,!
l’aconitase,! la!Mitofiline!et! l’HK1,!avec!OPA1!par!des!approches!de!co=immunoprécipitations!et!par!
immunocytofluorescence! à! l’aide! de! la! technique! «!proximity! ligation! assay!»! (Barros! et! al.! 2014;!
Zatloukal!et!al.!2014)!qui!permet!de!travailler!avec!les!protéines!endogènes!et!sur!des!échantillons!en!
faible!quantité!.!Nous!pourrons!par!la!suite!poser!ces!questions!également!dans!des!fibroblastes!de!
patients!atteints!d’ADOA=1.!
Pour!les!partenaires!qui!seraient!validés,!nous!envisageons!de!déterminer!plus!précisément!si!
ce! sont! des! interactions! directes,! voire! si! tel! est! le! cas! d’identifier! les! domaines! d’interactions!
protéine=protéine!impliqués,!par!l’utilisation!de!protéines!mutées!dans!des!domaines!ciblés.!Ensuite,!
nous! sélectionnerons! des! candidats! identifiés! dans! une! ou! deux! expériences! de! protéomique! et!
poursuivrons!les!étapes!de!validations!énoncées!ci=dessus.!!
Enfin,! nous! envisageons! de!nous! concentrer! sur! un!ou!deux!partenaires! jugés! intéressants!
afin! de! préciser! l’intérêt! fonctionnel! de! cette! interaction.! La! perte! de! fonction! d’un! des! deux!
partenaires!influence=t=elle!l’activité!et/ou!la!stabilité!de!l’autre!protéine!in&vitro!?!Par!exemple,!nous!
pourrions!introduire!une!forme!pathogène!d’OPA1!(mutation!G300E!humaine)!dans!des!neurones!à!
l’aide!d’un!vecteur! lentiviral!que!nous!possédons!au! laboratoire,! et! vérifier! si! l’interaction!avec!un!
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partenaire!x!est!maintenue,! si!oui,!est=elle! fonctionnelle!?!Si!non,!quels! sont! les!mécanismes! sous=
jacents!qui!perturberaient!cette!interaction!?!!
Ce! travail! d’identification! de! l’interactome!d’OPA1! ouvre! donc! de! nouvelles! pistes! d’étude!
des! fonctions! de! la! dynamine! et! des! perspectives! de! travail! pour! appréhender! ses! dysfonctions,!
impliquées!dans!la!pathogenèse!de!l’ADOA=1.!!!
!
!
!  
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III. Influence d’OPA1 sur la morphologie des mitochondries 
et sur la maturation neuronale 
III. 1. Contexte et objectifs 
L’implication! de! la! dynamique! mitochondriale! dans! la! maturation! et! le! fonctionnement!
neuronal! a! largement! été! décrite! dans! la! littérature! (Chang! and! Blackstone! 2010;! Chen! and! Chan!
2005,!Chen!and!Chan!2010;!Girard!et!al.!2012;!Kuznetsov!et!al.!2009).!Des!mutations!des!acteurs!qui!
contrôlent!ce!mécanisme,!comme!MFN2!et!OPA1,!aboutissent!à!des!pathologies!telles!que!Charcot=
Marie=Tooth!type!2A!et!l’Atrophie!Optique!Dominante!de!type!1!(Landes!et!al.!2010;!Pich!et!al.!2005).!
Pour!comprendre!l’étiologie!de!ces!maladies!et!l’importance!de!la!dynamique!mitochondriale!sur!le!
fonctionnellement!neuronal,!des!nombreuses!études!ont!été!réalisées!dans!des!modèles!cellulaires!
et!animaux!(Alavi!et!al.!2007;!Chen!and!Chan!2010;!Chen!et!al.!2007;!Chen!et!al.!2003;!Ishihara!et!al.!
2009;!Wakabayashi!et!al.!2009).!De!manière! intéressante,!des! lignées!de!cellules!souches,!dérivées!
d’un! modèle! murin! DRP1=/=! (Ishihara! et! al.! 2009)! présentent! des! mitochondries! agrégées! qui!
possèdent!une!morphologie!tubulaire!avec!des!crêtes!mitochondriales!qui!semblent!intactes.!De!plus,!
les!souris!dépourvues!de!DRP1!présentent!une!élévation!de!l’apoptose!dans!le!cerveau!en!formation,!
une!diminution!du!nombre!de!synapses!et!des!neurites,!mais!pas!d’atteinte!dans!les!autres!tissus.!Ce!
modèle!murin!a!donc!permis!de!mettre!en!évidence!le!rôle!majeur!de!DRP1!dans!le!développement!
du!tissu!nerveux.!!
A!ce!jour,!de!nombreux!travaux!ont!été!réalisés!dans!des!modèles!cellulaires!et!animaux!de!
l’ADOA=1! pour! comprendre! l’étiologie! de! la! pathologie! (Amati=Bonneau! et! al.! 2009;! Landes! et! al.!
2010;!Olichon!et!al.!2006)!mais!aucune!piste!concernant!l’implication!d’OPA1!sur!des!effets!précoces,!
comme! la! maturation! neuronale,! n’a! été! étudiée.! Ainsi,! le! travail! d’Ambre! Bertholet,! auquel! j’ai!
collaboré!pendant!ma!thèse,! s’est! inscrit!dans!un!objectif!global!visant!à!déterminer! l’impact!de! la!
protéine!OPA1!sur! la!maturation!neuronale! & ex&vivo.!Ces! travaux!ont! fait! l’objet!d’un!article!publié!
dans!le!journal!Brain!en!2013!(Bertholet!et!al.!2013).!
!
III. 2. Modèle expérimental et méthodologie 
L’équipe! a! choisi! de! travailler! sur! les! conséquences! de! la! perte! de! fonction! de! la! protéine!
OPA1!sur!un!modèle!de!neurones!corticaux!en!culture!primaire,!prélevés!au!stade!embryonnaire!E17!
chez! le! rat!;! modèle! développé! au! laboratoire! par! Ambre! Bertholet! (protocole! dans! la! partie!
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matériels! et! méthodes).! Ces! cellules! sont! capables! de! progresser! d’un! état! immature! à! un! état!
mature!ex&vivo.!
!
III. 3. Résultats 
III. 3. 1. Caractérisation de la morphologie des mitochondries au cours de la 
maturation neuronale 
! Le! réseau! mitochondrial! au! cours! de! la! maturation! neuronale! ex& vivo! apparaît!
majoritairement! filamenteux,! jusqu’au! 12ème! jours! de! culture,! avec! un! pic! d’hyperfilamentation!
transitoire!à!DIV6.!De!plus,!la!quantité!de!la!forme!longue!d’OPA1!augmente!au!cours!de!la!culture,!
alors! que! l’expression!de!MFN1!diminue!à!partir! de!DIV6.!Ainsi,! le! processus!d’hyperfilamentation!
transitoire!au!6ème!jour!de!culture!semble!être!régulé!par!le!ratio!OPA1/MFN1.!Le!profil!d’expression!
des! différents! acteurs! de! la! dynamique! (DRP1,! MFN1,! MFN2,! OPA1)! ex& vivo! est! comparable! aux!
variations!observées!au!cours!du!développement!(stades!E17,!E20,!P1!et!adulte).!!
III. 3. 2. Caractérisation de l’activité des mitochondries au cours de la maturation 
neuronale 
L’activité! de! la! chaîne! respiratoire! a! été! évaluée! de! manière! indirecte! par! la! mesure! du!
potentiel!de!membrane!mitochondrial!à!l’aide!de!la!sonde!JC=1!(DIV4,!DIV6!et!DIV8).!Le!potentiel!de!
membrane! est! augmenté! transitoirement! au! 6ème! jour! de! culture,! phénomène! corrélé! avec!
l’hyperfilamentation! des! mitochondries.! De! plus,! le! taux! intracellulaire! total! d’Espèces! Actives! de!
l’Oxygène! (EAO)! augmente! de! manière! transitoire! à! DIV6.! En! présence! de! Trolox,! un! agent!
antioxydant,! le! taux! d’EAO! est! alors! fortement! diminué! à! DIV6! et! le! réseau! mitochondrial! reste!
fragmenté.!Le!caractère!transitoire!de!l’augmentation!des!EAO!au!cours!de!la!maturation!neuronale!
suggère!qu’il!pourrait!s’agir!d’une!voie!de!signalisation!cellulaire,!en!aval!de!l’hyperfilamentation.!!
Un!des!acteurs!privilégiés!reliant!la!maturation!neuronale!à!la!régulation!du!niveau!des!EAO!
est!le!facteur!de!transcription!NRF2!(Kosaka!et!al.,!2010;!Zhao!et!al.,!2009a).!J’ai!analysé!l’implication!
de!NRF2!en!réalisant!des!immunocytofluorescences!dirigées!contre!la!protéine!à!DIV4,!DIV6!et!DIV8.!
A! l’aide! du! logiciel! Image! J! et! des! micrographies! obtenue! au! microscope! à! épifluorescence,! j’ai!
déterminé! le! pourcentage! de! cellules! présentant! un! marquage! nucléaire! de! NRF2,! signe! de! son!
activation.! Nous! avons! dans! ce! contexte,! observé! une! augmentation! transitoire! significative! du!
nombre!de!cellules!présentant!une!translocation!nucléaire!de!NRF2!à!DIV6.!!
                                                                                                                                                   Résultats 
! 141!
III. 3. 3. Effets de la perte de fonction d’OPA1 sur la morphologie et le 
fonctionnement des mitochondries dans les neurones 
Comme!précédemment!décrit,!par!une!stratégie!d’interférence!ARN,! le!niveau!d’expression!
de! la! protéine! OPA1! dans! les! neurones! est! diminué! d’environ! 60%,! mimant! un! processus!
d’haploinsuffisance.!La!diminution!d’OPA1!ne!perturbe!pas!la!viabilité!cellulaire!ex&vivo.!Comme!il!a!
déjà!été!montré!par!l’équipe!dans!des!cellules!HeLa!(Olichon!et!al.!2003),!la!diminution!d’OPA1!induit!
une! fragmentation! du! réseau! mitochondrial! dans! des! neurones! à! DIV6.! De! plus,! la! biomasse!
mitochondriale!et!le!nombre!de!mitochondrie!ne!sont!pas!affectés!par!la!perte!d’OPA1,!bien!qu’il!y!
ait!une!légère!augmentation!du!nombre!de!mitochondrie!dans!la!zone!proche!du!soma!(proximale).!
Toutefois,! la!masse!de! l’organite!est!plus! faible!dans! les!neurones! invalidés!pour!OPA1,!quelle!que!
soit!la!zone!analysée!(proximale!ou!distale).!
Comme!décrit!dans!la!première!partie!des!résultats,!cette!perturbation!de!la!distribution!des!
mitochondries! s’accompagne! d’une! altération! du! fonctionnement! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale!et!d’une!diminution!de!la!quantité!d’ADN!mitochondrial.!
III. 3. 4. Effets de la perte de fonction d’OPA1 sur la maturation neuronale 
La! quantité! de! marqueurs! pré=! et! post=synaptiques! et! le! nombre! de! synapses! sont!
significativement! diminués! dans! les! neurones! invalidés! pour! OPA1,! dès! le! 6ème! jour! de! culture,!
défauts!également!détectés!au!9ème!et!12ème!jour!de!culture!des!neurones!ex&vivo.!!
L’arborisation! dendritique! déterminée! par! la! longueur! des! embranchements! primaires! et!
secondaires,!n’est!pas!affectée!par!la!perte!d’OPA1!au!6ème!jour!de!culture!mais!le!devient!à!partir!du!
9ème!jour!de!culture,!jusqu’à!DIV12!:!les!embranchements!primaires!et!secondaires!sont!plus!courts.!!
Ainsi,! la!perte!d’OPA1!induit!une!perturbation!de!la!maturation!neuronale!par!un!retard!de!
croissance!dendritique!et!un!défaut!de!synaptogenèse.!
!
III. 4. Conclusion 
Nous!avons!démontré!que! l’inactivation!de! la!protéine!OPA1!perturbe! la!morphologie!et! le!
fonctionnement!des!mitochondries,! et! affecte! la!maturation!des!neurones.! Ces! travaux! confortent!
l’idée!que! la!dynamique!mitochondriale,!processus!ubiquitaire,! joue!un!rôle!crucial!dans! la!mise!en!
place! et! le! fonctionnement! des! neurones.! En! effet,! la! perturbation! de! ce! processus! engendre!
majoritairement!des! atteintes! neurologiques! (C.=R.! Chang! and!Blackstone!2010;!H.! Chen! and!Chan!
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2005,!2010;!Girard!et!al.!2012;!Kuznetsov!et!al.!2009).!!
Quel!que!soit! le!stade!de!maturation,! les!mitochondries!sont!globalement! filamenteuses!et!
colonisent!tous!les!compartiments!des!neurones!corticaux!en!culture!primaire.!Nos!travaux!ont!mis!
en! évidence! une! hyperfilamentation! transitoire! des! mitochondries! au! cours! de! la! maturation! des!
neurones! corticaux! au! 6ème! jour! de! culture.! Ce! processus! s’accompagne! d’une! augmentation! du!
potentiel!de!membrane,!pouvant!refléter!une!activité!plus! importante!de! la!chaîne!respiratoire.!De!
plus,! le!changement!de!morphologie!mitochondriale!observé!est!corrélé!à!une!élévation!transitoire!
du! taux! intracellulaire! d’EAO! et! une! translocation! au! noyau! du! facteur! de! transcription! NRF2.!
L’augmentation! du! taux! d’EAO! pourrait! être! une! conséquence! de! l’hyperfilamentation! et! pourrait!
engendrer! l’activation!de! la! voie!de! signalisation!de!NRF2!et!donc! la!maturation!des!neurones!par!
l’induction!de!cibles!qui!restent!à!caractériser.!!
L’extinction!de!la!protéine!OPA1!dans!les!neurones!corticaux!provoque!la!fragmentation!des!
mitochondries.! Les! mitochondries! fragmentées! sont! distribuées! dans! tous! les! compartiments! des!
neurones!transfectés!par!les!siOPA1,!mais! la!masse!mitochondriale!est!diminuée!dans!les!dendrites!
et!dans! les!axones! (Arnaud!Bonnafoux).! La!diminution!d’expression!de! la!dynamine!OPA1!entraîne!
également! une! perturbation! de! la! fonctionnalité! des!mitochondries! (confer! partie! I! des! résultats).!
Ceci!pourrait!être!responsable!des!problèmes!de!maturation!neuronale!constatés!dans!notre!modèle.!
En! effet,! nous! avons! pu! démontrer! l’impact! de! la! protéine! OPA1! sur! la! maturation! neuronale! et!
notamment!la!synaptogenèse!car!le!nombre!de!synapses!est!clairement!affecté!suite!à!la!diminution!
d’OPA1.!!
La!compréhension!des!fonctions!d’OPA1!dans!la!maturation!des!neurones!pourrait!ouvrir!de!
nouvelles! perspectives! pour! la! compréhension! de! l’ADOA=1! mais! aussi! d’autres! maladies!
neurodégénératives!en!général.!
! !
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Mitochondrial dynamics control the organelle’s morphology, with fusion leading to the formation of elongated tubules and
fission leading to isolated puncta, as well as mitochondrial functions. Recent reports have shown that disruptions of mitochon-
drial dynamics contribute to neurodegenerative diseases. Mutations of the inner membrane GTPase OPA1 are responsible for
type 1 dominant optic atrophy, by mechanisms not fully understood. We show here that in rodent cortical primary neurons,
downregulation of the OPA1 protein leads to fragmented mitochondria that become less abundant along the dendrites.
Furthermore, this inhibition results in reduced expression of mitochondrial respiratory complexes as well as mitochondrial
DNA, decreased mitochondrial membrane potential, and diminished reactive oxygen species levels. The onset of synaptogenesis
was markedly impaired through reductions in pre- and postsynaptic structural protein expression and synapse numbers without
first affecting the dendritic arborization. With longer time in culture, OPA1 extinction led to a major restriction of dendritic
growth, together with reduction of synaptic proteins. Furthermore, in maturing neurons we observed a transitory increase in
mitochondrial filament length, associated with marked changes in the expression levels of OPA1, which occurred at the onset of
synaptogenesis simultaneously with transitory increase in reactive oxygen species levels and NRF2/NFE2L2 nuclear transloca-
tion. This observation suggests that mitochondrial hyperfilamentation acts upstream of a reactive oxygen species-dependent
NRF2 transcriptional activity, possibly impacting neuronal maturation, such a process being impaired by insufficient amount of
OPA1. Our findings suggest a new role for OPA1 in synaptic maturation and dendritic growth through maintenance of proper
mitochondrial oxidative metabolism and distribution, highlighting the role of mitochondrial dynamics in neuronal functioning
and providing insights into dominant optic atrophy pathogenesis, as OPA1 loss affecting neuronal maturation could lead to
early synaptic dysfunction.
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Introduction
The highly specialized nature and architecture of neurons presents
a challenge for mitochondria, which must furnish energy and
buffer calcium in remote parts of the cell and in specialized do-
mains. Furthermore, the organelle must adapt to variations in
neurotransmission activity. The importance of mitochondria in
neurons is emphasized by the impaired mitochondrial function
that occurs in numerous neurodegenerative diseases, such as
Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease (reviewed in Schon
and Przedborski, 2011). Additionally, recent reports have sug-
gested that not only perturbation of mitochondrial metabolism
but also disruptions of mitochondrial dynamics, which control
mitochondrial morphology, contribute to neurodegenerative dis-
eases (Schon and Przedborski, 2011).
Mitochondrial morphology varies according to cell type and cel-
lular context, ranging from an interconnected filamentous network
to isolated spheres, depending both on the cytoskeleton, which
controls mitochondrial distribution and motility (reviewed in
Boldogh and Pon, 2007), and on recently discovered mitochondrial
dynamics (reviewed in Westermann, 2010). This dynamic balance
between fission and fusion of mitochondrial membranes depends
on protein complexes conserved throughout evolution. Increasing
fusion leads to interconnected mitochondrial filaments; increasing
fission leads to isolated dot-like structures. Key proteins involved in
fission are Dynamin-Related Protein 1 (DRP1), MFF1 and FIS1,
while the mitofusins (MFN1 and MFN2) and OPA1 control
fusion. The functional relevance of mitochondrial dynamics is
emphasized both by its repercussions on such key processes as
respiration, calcium homeostasis, reactive oxygen species produc-
tion, apoptosis, and by its requirement during embryonic develop-
ment (Westermann, 2010). Furthermore, while this process is
ubiquitous, several data highlight the importance of mitochondrial
dynamics in neurons. Conditional MFN2 and DRP1 knockouts in
mice are indeed associated with defects in CNS neuronal develop-
ment (Chen et al., 2007; Ishihara et al., 2009), and mutations of
MFN2 and OPA1 are responsible for type 2 Charcot–Marie–Tooth
peripheral neuropathy and type 1 dominant optic atrophy (DOA),
respectively (Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 2004).
Pathogenic OPA1 mutations account for !60% of autosomal
dominant optic atrophy, a common cause of inherited visual fail-
ure, with a frequency of 1:50 000 (reviewed in Amati-Bonneau
et al., 2009). OPA1 is an ubiquitously expressed GTPase that is
present in mitochondria as long and short isoforms generated by
limited intra-mitochondrial proteolysis (reviewed in Landes et al.,
2010). Both isoforms of OPA1 are localized in the intermembrane
space and are primarily associated with the inner mitochondrial
membrane. OPA1 plays a central role not only in the maintenance
of mitochondrial morphology but also in protecting cells from
apoptosis, the two functions being independent (Olichon et al.,
2003, 2007; Cipolat et al., 2004; Frezza et al., 2006). OPA1 was
also recently found to be involved in mitochondrial DNA mainten-
ance (Elachouri et al., 2011). Most of the 4200 different OPA1
mutations result in premature termination codons, with truncated
messenger RNA that are unstable and degraded by
nonsense-mediated messenger RNA degradation (Amati-Bonneau
et al., 2009). The reduction in OPA1 protein levels is a major
disease mechanism, and the importance of haploinsufficiency is
further emphasized by rare families carrying a deletion of either
the entire or most of the OPA1 open reading frame
(Amati-Bonneau et al., 2009). Although optic nerve degeneration
remains the defining feature of DOA, up to 20% of patients with
OPA1 mutations also develop additional extraocular neurological
complications (DOA+ syndrome), including deafness, ataxia, my-
opathy, peripheral neuropathy and progressive external ophthal-
moplegia (Yu-Wai-Man et al., 2010). The extent to which
inactivation of OPA1 functions contributes to DOA and DOA+
pathogenesis remains to be elucidated. Data on non-neuronal cell
lines, such as HeLa cells, mouse embryonic fibroblasts and skin
fibroblasts from patients with DOA or DOA+ suggest that impair-
ment of mitochondrial morphology, functions and/or increased
sensitivity to apoptosis could be involved (Landes et al., 2010).
Because haploinsufficency is primarily responsible for DOA and as
the effects of OPA1 inactivation are not restricted to retinal gan-
glionic cells, we addressed the question of the general impact of
OPA1 inactivation in neurons by downregulating OPA1 in rat cor-
tical neurons in primary culture.
We showed that downregulation of OPA1 leads to fragmented
mitochondria that become less abundant along the dendrites.
Furthermore, this inhibition results in reduced expression of mito-
chondrial respiratory complexes as well as mitochondrial DNA,
decreased mitochondrial membrane potential, and diminished react-
ive oxygen species levels. Moreover, reduction of OPA1 protein
leads to reduction of synaptic protein expression levels and synapse
number, followed by drastic alterations of dendritic arborization.
Altogether, these results suggest that lowering OPA1 protein
levels, through alterations in oxidative metabolism exacerbated by
a reduction in dendritic mitochondrial content, could primarily affect
neuronal maturation leading to early neuronal dysfunctions.
Interestingly, in maturing neurons we observed a transitory increase
in mitochondrial filament length, associated with marked changes
in the expression levels of OPA1, which occurred at the onset of
synaptogenesis simultaneously to transitory increases in reactive
oxygen species levels and NRF2/NFE2L2 nuclear translocation.
This observation suggests that mitochondrial hyperfilamentation
acts upstream of a reactive oxygen species-dependent NRF2 tran-
scriptional activity, possibly impacting neuronal maturation, such a
process being impaired by insufficient amount of OPA1.
Materials and methods
Primary culture and transfection
All animals (n = 50) in this study were ethically maintained and used.
Embryos (n = 400) were removed at embryonic Day 17 from pregnant
Wistar rats (Janvier) under intraperitoneal pentobarbitol (Sigma) anaes-
thesia. Cortices were dissected, enzymatically dissociated with papain
(10 U/ml, Sigma), and plated on poly-D-lysine (0.1mg/ml, Sigma)
coated Petri disches with or without glass cover-slips. For each experi-
ment, cortices from 8 to 12 embryos per rat are mixed. Experiments
were reproduced three to eight times.
Cultures were grown in Neurobasal! (Eurobio) supplemented with
B27 (Invitrogen), 2mM glutamine, and 0.1% penicillin and
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streptomycin (Gibco), 250 U/ml amphotericin (Invitrogen), 1mM lactic
acid (Sigma) at a density of 6 ! 105 cells per cm2.
Cells (5 ! 106) were electroporated after dissociation using the Rat
Neuron Nucleofector! Kit (AMAXA!, Lonza) using an optimized
protocol for primary rat cortical neurons (http://bio.lonza.com/filead-
min/groups/marketing/Downloads/Protocols/Generated/Optimized_
Protocol_101.pdf). Three micrograms of control luciferase-targeting
(D-001210-02, control small interfering RNA) or OPA1-targeting
(target sequence GAUUGUGCCUGACUUUAUA, small interfering
RNA against OPA1) small interfering RNA (Dharmacon), with or with-
out 3 mg MitoDSRed2 plasmid (Clontech) were used.
Using vectors expressing fluorescent pan-cellular (GFP) or mitochon-
drial (MitoDSRed2) proteins, we estimated after 72 h the efficiency of
electroporation to be 37 " 3% and 36 " 4%, respectively (n = 3, 300
cells per condition). However, the efficiency of electroporation of the
small interfering RNA OPA1, which we estimated at 6 days in vitro
using a functional criterion (mitochondrial fragmentation), is much
higher i.e. #60% (Fig. 3C).
Viability of plated cortical cells was estimated using the Trypan blue
exclusion assay. Neurons were incubated in the presence of 0.2%
Trypan blue in PBS for 3min. The number of viable cells, i.e. which
exclude the dye, was estimated by counting under light microscope
(Supplementary Fig. 1). Viability of untransfected cells was #82%
(n = 3, 300 cells per condition) from 2 days in vitro to 12 days
in vitro (Supplementary Fig. 1A). Viability of transfected cells at 2
days in vitro was 81 " 2% (Supplementary Fig. 1B) and was identical
for control small interfering RNA and small interfering RNA against
OPA1 until 12 days in vitro (Supplementary Fig. 1C) (n = 3, 300
cells per condition).
Measurement of reactive oxygen
species and mitochondrial
membrane potential
Reactive oxygen species levels were measured using the fluorescent
dye 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA,
Molecular Probes). This dye passively diffuses into the cells, where
its acetate groups are cleaved by intracellular esterases and its
thiol-reactive chloromethyl group reacts with intracellular glutathione
and other thiols. Subsequent oxidation yields a fluorescent adduct.
Cortical cells were incubated (five dishes per condition, n = 5 inde-
pendent experiments) with CM-H2DCFDA at 4 mM for 30min at
37$C in growth medium. Cells were then washed in cold PBS and
scraped in cold water to be disrupted. Reactive oxygen species levels
were measured (490 nm excitation, 520 nm emission) using a Wallac
spectrofluorimeter (Perkin Elmer). Levels of fluorescence were standar-
dized to protein levels that were estimated using a Lowry-based
colorimetric assay (DC protein assay, Bio-Rad).
Mitochondrial membrane potential was measured using the cationic,
voltage-sensitive dye 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’ tetraethylbenzimi-
dazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Invitrogen). The monomeric form of
this dye has a green fluorescence, while at higher concentrations or
potentials it forms red fluorescent J-aggregates. The ratio of red/green
fluorescence is independent of mitochondrial shape, density or size,
but depends on the membrane potential. Cortical cells were incubated
(five dishes per condition, n = 5 independent experiments) with JC-1 at
2 mg/ml for 20min at 37$C in growth medium. Cells were then
washed and scraped in cold PBS. Ratio of red fluorescence (488 nm
excitation, 590 nm emission) to green fluorescence (488 nm excitation
and 525nm emission) were quantified using a Wallac spectrofluori-
meter (Perkin Elmer).
Immunocytochemistry
Cells were fixed with PBS containing 3.7% formaldehyde for 20min,
permeabilized for 15min in PBS, 1% bovine serum albumin, 0.3%
TritonTM X-100 and blocked for 1h in PBS containing 5% normal
goat serum, 3% bovine serum albumin, 0.5% Tween 20.
Alternatively, methanol fixation (10min, %20$C) was performed prior
to nuclear NRF2 detection. Polyclonal or monoclonal antibodies against
Map2, Beta 3 tubulin (both 1/1000, Sigma), NRF2 (Santa Cruz, 1/50),
synapsin (1/800, Synaptic Systems), synaptophysin (1/500, Abcam),
PSD95 (1/800, Millipore), DNA (1/50, Progen) and all five mitochon-
drial respiratory complexes (MitoProfile! Total OXPHOS 1/50,
MitoSciences), were incubated overnight at 4$C in blocking solution.
Cells were then incubated with appropriate Alexa-conjugated secondary
antibodies (1/1000, Molecular Probes), labelled with 0.25mg/ml
Hoechst in PBS over 5min, and mounted in Mowiol!.
Immunolabelling was visualized under a fluorescence microscope
(Nikon Eclipse 80i or SP2-Leica), and images were acquired using
NIS-Element (Nikon Digital Sight DSU2 camera) or SP2-Leica software.
Mitochondrial size was measured in the somatic/proximal part of den-
drites using ImageJ software and confocal images (!63) (average of
1500 mitochondria per 35 neurons per time point, n = 3). Dendrite
length, branching and number were measured for five to ten neurons
per cover-slip (three cover-slips per condition, three to five independent
experiments) using the NeuronJ add-on to ImageJ software (http://
rsbweb.nih.gov/ij/) and digitized images (!100). Quantification of syn-
aptic elements was automatically performed using the ImageJ software
after intensity thresholding. Synapses were counted when pre- and post-
synaptic markers co-localized (!100, 10 independent fields per well,
three cover-slips per condition, n = 3 independent experiments).
Mitochondrial area and number were measured using the ImageJ soft-
ware and confocal images (!63) of 10 independent fields per cover-slip
(three cover-slips per condition, total average of seven neurons, n = 4
independent experiments). Quantification of mitochondrial DNA was
automatically performed using the Volocity! 3D Image Analysis
Software after intensity thresholding and elimination of nuclear fluores-
cence. Cytoplasmic fluorescent dots were counted as mitochondrial DNA
when they co-localized with mitochondria (!100, eight independent
fields per cover-slip, two cover-slips per condition, 18 neurons per con-
dition, n = 3 independent experiments).
Immunoblot
In all experiments but those shown in Fig. 1, cells were scraped and sus-
pended in Laemmli sample buffer and directly loaded on a gel (similar cell
number). For Fig. 1 experiment, protein concentration was measured
(Bio-Rad), after protein extraction in lysis buffer (50mM Tris-HCl pH 7.5,
0.25M NaCl, 5mM EDTA and EGTA, 1mM dithiothreitol, 0.1% TritonTM
X-100, 0.1% deoxycholate, 0.1%NP40 and a cocktail of proteases inhibi-
tors from Boehringer), and 50mg per time point (0 to 12 days in vitro) were
loaded on gels. Proteins were subjected to SDS-PAGE and electroblotted
onto nitrocellulose membranes. After blocking in Tris-buffered saline with
0.2% Tween and 5% dry low-fat milk, membranes were treated with
various primary antibodies [anti-actin (1/10 000, Chemicon), anti-DRP1
(1/200, BD Biosciences), anti-HSP60 (LK2, 1/200, Sigma), anti-MFN1 (1/
50, gift fromM. Rojo, Bordeaux), anti-MFN2 (1/200, Abnova), anti-OPA1
(1/300, BD Biosciences), anti-PSD95 (1/800, Millipore), anti-synapsin (1/
800, Synaptic Systems), anti-synaptophysin (1/500, Abcam), anti-MFF1
(1/500, Abacam)] overnight at 4$C in blocking buffer. Antibodies directed
against subunits of the five respiratory complexes are listed in
Supplementary Table 1. After enhanced chemiluminescent detection of
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horseradish peroxidase-labelled secondary antibodies (1/10000, Abcam),
scanned photographic films were analysed using ImageJ software.
Statistical analysis
Most of the experiments were statistically treated with paired stu-
dent’s t-test because of the systematic comparison between control
small interfering RNA and small interfering RNA against
OPA1-treated cells (Figs 2–8, Supplementary Figs 4C, 6 and 7).
The ratio of long over short mitochondria (Fig. 1C), the distribution
(area and number) of mitochondria in control small interfering RNA
or in small interfering RNA against OPA1 (Supplementary Fig. 8)
were investigated using an ANOVA to compare all the groups
(Bartlett’s test for equal variance and Newman Keuls Multiple com-
parison post-test). Analysis of MFN1, MFN2, DRP1, MFF1, actin and
HSP60 quantities over time in culture (Fig. 1A and E and
Supplementary Fig. 4A and B) were carried out with a non-parametric
test (Kruskal-Wallis and a Dunn’s multiple comparison post-test).
*P5 0.05, **P5 0.01, ***P5 0.001.
Results
Mitochondrial dynamics is differentially
regulated during neuronal maturation
To unravel the impact of OPA1 inactivation in neuronal cells, we
used embryonic rat cortical neurons grown in primary culture, a
well-known in vitro model for neuronal maturation (Brewer,
1995). Neuronal growth was assessed by MAP2 (Supplementary
Fig. 2A) and beta 3 tubulin immunostaining (not shown), and
synaptic maturation was visualized by immunodetection of the
presynaptic vesicle protein synaptophysin. Synaptophysin expres-
sion started after 4 days in vitro and accumulated until 12 days
in vitro, as detected in situ (Supplementary Fig. 2B) or by western
blot (Fig. 1A).
Before manipulating OPA1, we first evaluated the mitochondrial
morphology of rat cortical neurons. Confocal microscopy images
of the neuronal mitochondrial network throughout maturation
were obtained after immunostaining of the mitochondrial respira-
tory chain complexes (Fig. 1B). At all days in vitro, the neuronal
mitochondriome was filamentous, with a mean mitochondrial
length of !1.2 mm and !27% of round mitochondria with circu-
larity (biggest length/smallest length) of 1. After morphometric
analysis, we grouped mitochondria in one of two classes: short
(0.3 to 2 mm) or long (2 to 10 mm), as a function of time in culture.
The ratio of long versus short mitochondria was roughly constant
during the first days in vitro, but exhibited a transitory 3-fold
increase at 6 days in vitro owing to an increase in the long popu-
lation, after which the ratio rapidly returned to earlier levels
(Fig. 1C).
We next characterized the expression of OPA1 during neuronal
maturation by western blot (Fig. 1A). The OPA1 protein is com-
posed of five isoforms (‘a’–‘e’) (Supplementary Fig. 3); only the
main ones (i.e. the long form ‘b’ and the short form ‘d’) are de-
tected here. Interestingly, the ratio of these OPA1 ‘b’/‘d’ isoforms
reveals a continuous increase from 2 to 12 days in vitro due to a
higher expression of OPA1 long form (Fig. 1D). We also measured
the expression of other key proteins involved in mitochondrial
dynamics. Whereas MFN2 protein levels remained constant,
those of MFN1 decreased significantly from 6 to 12 days
in vitro (Fig. 1E). Furthermore, although two isoforms of DRP1
were detected in dissociated neurons before plating (0 days
in vitro), only the longer isoform was present later on (Fig. 1A).
The levels of MFF1 did not significantly change during in vitro
neuronal maturation (Supplementary Fig. 4A), as those of mito-
chondrial protein HSP60 (used as loading control) and actin
(Supplementary Fig. 4B). Similar changes in the expression of
key regulators of mitochondrial dynamics were observed in vivo
during cortical development, as assessed by western blots from
embryonic Days 17 and 20 embryos, as well as from post-natal
or adult cortices (Fig. 1F).
Transitory increases in mitochondrial
potential, reactive oxygen species and
NRF2 nuclear translocation during
neuronal maturation
Because mitochondrial morphology changes can affect the func-
tions of the organelle, we followed the evolution of two main
parameters, mitochondrial membrane potential and reactive
oxygen species levels. Indeed, the transitory mitochondrial hyper-
fusion observed at 6 days in vitro (Fig. 1C) was accompanied by a
statistically significant transient 63 " 22% increase in mitochon-
drial membrane potential, measured by spectrofluorometry
through the red/green fluorescence ratio of the voltage-sensitive
dye JC-1 (Fig. 2A). Similarly, we detected a 42 " 9% augmenta-
tion of reactive oxygen species levels specifically at 6 days in vitro,
as assessed by spectrofluorometry using CM-H2DCFDA (Fig. 2B).
Interestingly, we observed a similar time course for the nuclear
translocation of the redox-sensitive NRF2 transcription factor
(Supplementary Fig. 5), with a 2-fold increase at 6 days in vitro
(Fig. 2C). To analyse the causal link between reactive oxygen
species levels and hyperfilamentation, we pretreated the cells
with the antioxidant Trolox
TM
. Whereas this treatment reduced
reactive oxygen species levels by 50% (Fig. 2D), it did not
affect mitochondrial morphology at 6 days in vitro, the organelles
remaining hyperfilamentous (Fig. 2E).
OPA1 downregulation alters
mitochondrial morphology in neurons
To investigate the impact of OPA1 inactivation in neurons, we
downregulated the expression of the profusion protein by RNA
interference. Cortical neurons were transfected with small interfer-
ing RNA against OPA1 or control small interfering RNA before
plating.
At 6 days in vitro, western blot analysis using anti-OPA1 anti-
bodies revealed an effective knockdown of OPA1 expression
(61 " 8%, Fig. 3A). The effect of small interfering RNA against
OPA1 downregulation on mitochondrial morphology was analysed
under a fluorescent microscope by counting the number of
MAP2-labelled neurons with fragmented DsRed2-labelled mito-
chondria at 6 days in vitro (Fig. 3B). Neurons were considered
OPA1 loss affects neuronal maturation Brain 2013: 136; 1518–1533 | 1521
 at INIST-CNRS on January 4, 2014
http://brain.oxfordjournals.org/
Downloaded from 
                                                                                                                                                   Résultats 
! 147!
! !
bearing a mitochondrial fragmented phenotype when they con-
tained a majority of round and very short mitochondria (Fig. 3B).
As expected, OPA1 downregulation led to a 6.5-fold increase in
neurons with fragmented mitochondria, reaching 72 ! 9% of the
total population (Fig. 3C). Morphometric analysis of mitochondria
length in control small interfering RNA and small interfering RNA
against OPA1 transfected neurons at 6 days in vitro showed that
the mean mitochondria size decreased by 2-fold (Fig. 3D) and the
percentage of round mitochondria (circularity = 1) increased by
2-fold upon OPA1 downregulation (Fig. 3E). No impact on
OPA1 downregulation was observed on cell viability
(Supplementary Fig. 1C), or on the spontaneous apoptotic neur-
onal death rate (Supplementary Fig. 1D).
OPA1 downregulation alters neuronal
maturation
We analysed the possible consequences of the perturbation of
mitochondrial morphology induced by OPA1 downregulation on
the overall neuronal morphology, illustrated here by Map2 immu-
nostaining (Fig. 3B). Morphometric analysis demonstrated that
OPA1 downregulation did not modify dendritic arborization, in
terms of either primary and secondary dendrite length or
number at 6 days in vitro (Fig. 4A, Supplementary Fig. 6). We
then addressed whether there would be an effect on synaptogen-
esis and found a decreased expression of both presynaptic (synap-
tophysin and synapsin) and postsynaptic (PSD95) markers
(Fig. 5A), without significant change in the ratio of HSP60 and
actin (used as loading control) levels (Supplementary Fig. 4C).
Decreased amount of synaptic proteins was associated with a
45 ! 10% reduction in the number of synapses as estimated by
co-localized immunostained punctua of pre- and postsynaptic
markers (Fig. 5B).
With time in culture, up to 12 days in vitro, OPA1 downregula-
tion (Supplementary Fig. 7) continued to negatively impact on
both pre- and postsynaptic protein expression as estimated by
western blot (Fig. 5C) or immunofluorescence microscopy
(Fig. 5D, Supplementary Fig. 2B); their quantities staying nearly
constant in small interfering RNA against OPA1-treated neurons as
opposed to the expected increase in control neurons. The number
of synapses decreased by 1.7 - and 4-fold upon OPA1 downregu-
lation at 9 and 12 days in vitro, respectively (Fig. 5E), while their
respective quantities in the control situation increased by 1.7-fold
from 9 to 12 days in vitro.
Figure 1 Mitochondrial dynamics during neuronal maturation. (A) Representative immunoblots showing the expression of various proteins
from 0 day in vitro (i.e. Embryonic Day 17) to 12 days in vitro, with mitochondrial HSP60 and actin used as controls. (B) Confocal
micrographs of neuronal mitochondria immunolabelled with respiratory chain complex antibodies (MitoProfile! Total OXPHOS) (left)
showing long mitochondria in the top right and short mitochondria in the bottom right. Scale bar = 10mm. (C) Quantification of mito-
chondrial size, in the somatic/proximal part of dendrites, over time in culture. Ratio of mean ! SEM of long (2 to 10mM) versus short (0.3 to
2mM) mitochondria per neurons from 2 to 12 days in vitro (average of 1500 mitochondria per 35 neurons per time point, n = 3). Statistical
significance was determined by ANOVA. ***P50.001. (D) Histogram of the OPA1 ‘b’/‘d’ isoform ratio (AU = arbitrary units; mean ! SEM
n = 4). Linear regression coefficient = 0.9947. (E) Histogram of the MFN1 protein levels over time, relative to HSP60 and normalized to values
at 0 days in vitro (mean ! SEM, n = 4). Statistical significance was determined by the Kruskal-Wallis non-parametric test. *P50.05.
(F) Representative immunoblots of the same proteins during development in vivo from protein extracts from cortices dissected at embryonic
Days 17 (E17) and 20 (E20), at post-natal Day 1 (P1), and at the adult stage (A). DIV = days in vitro.
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Interestingly, this prolonged synaptic decrease was then corre-
lated to a reduced dendritic arborization (Fig. 4B–D), without sig-
nificant impact on the spontaneous apoptotic neuronal death rate
(Supplementary Fig. 1D). Starting at 9 days in vitro, dendritic mor-
phometric analysis showed a progressive limitation of length of both
primary and secondary dendrites up to 12 days in vitro, the popula-
tion of smaller dendrites (560 mm) being highly enriched in small
interfering RNA against OPA1-treated neurons (Fig. 4B and C),
while dendrite numbers were not affected (Supplementary Fig. 6).
Dendritic growth is nevertheless observed but to a lesser extent than
in control neurons, as attested by the lower percentages of longer
processes. Therefore, we can conclude that impairing OPA1 function
sequentially affects synaptogenesis, followed by dendritogenesis.
OPA1 downregulation alters
mitochondrial distribution
We thus hypothesized that these synaptic and morphological
changes may be linked to modifications of mitochondrial distribu-
tion and/or function. In control small interfering RNA and small
interfering RNA against OPA1-treated neurons, filamentous and
fragmented mitochondria, respectively, were detected along
Map2-stained dendrites (Figs 3B, 4D and 6A). However, a quan-
titative analysis (Fig. 6B and C) showed that impairing OPA1 ex-
pression modified dendritic mitochondrial repartition. Mitochondria
were measured (Fig. 6B) and counted (Fig. 6C) in contiguous
21 mm regions of interest in dendritic compartments, starting
from the cell body. In control neurons, mitochondrial area per
region of interest decreased rapidly, with the most proximal den-
dritic compartment containing almost 2.5-fold more mitochondrial
surface than the distal compartments, the number of mitochondria
being slightly lower in this compartment (Supplementary Fig. 8A).
Upon OPA1 knockdown, mitochondria were still present in all
dendritic compartments up to 170 mm from the soma; their area
being unchanged along the dendrites (Supplementary Fig. 8B) and
their number being slightly lower in distal part of the dendrites
(Supplementary Fig. 8B). However, when compared with the con-
trol neuron values, the mitochondrial area per region of interest in
small interfering RNA against OPA1-treated neurons was reduced
along the dendrites, by !9-fold in the more proximal part of the
dendrites, and !2-fold further along the dendrites (Fig. 4B);
the number of mitochondria being significantly different only in
the most proximal part of the neurites.
Because the overall mitochondrial mass was constant, as as-
sessed by immunoblots of HSP60 (Supplementary Fig. 4C), our
data suggested that OPA1 downregulation led, as soon as 6
days in vitro, to an increase in mitochondria in the soma and a
reduction in the number of dendritic mitochondria, the frag-
mented organelles, however, being evenly distributed along the
dendrites.
Figure 2 Mitochondrial membrane potential, reactive oxygen species level and NRF2 nuclear translocation during neuronal maturation.
Quantification of JC-1-based mitochondrial membrane potential (590/525 nm ratio) (A) and of reactive oxygen species (ROS) level (B) at
4, 6 and 8 days in vitro. In both cases, bars represent the mean " SEM of JC-1 ratio and CM-H2DCFDA fluorescence values from one
representative experiment (five culture dishes) out of five experiments (AU = arbitrary units). (C) Nuclear translocation of the transcription
factor NRF2 estimated by immunostaining at 4, 6 and 8 days in vitro (n = 4). Effect of TroloxTM antioxidant treatment (100 mM for 6 h) at
6 days in vitro on (D) reactive oxygen species level (mean " SEM, n = 3) and (E) on mitochondrial size [ratio of mean " SEM of long (2 to
10 mM) versus short (0.3 to 2mM) mitochondria (average of 1500 mitochondria per 35 neurons per time point, n = 3]. Statistical sig-
nificance was determined by Student’s t-test: *P50.05, **P5 0.01, ***P50.001. DIV = days in vitro.
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OPA1 downregulation alters
mitochondrial functioning
Following our hypothesis, we tested the effect of OPA1 knock-
down on mitochondrial energetics. Mitochondrial membrane po-
tential in cortical neurons transfected with OPA1-targeting or
control small interfering RNA was estimated on 6 days in vitro
by spectrofluorometry using the voltage-sensitive dye JC-1. The
ratio of red to green fluorescence revealed a 25 ! 3% decrease in
mitochondrial membrane potential of OPA1-depleted cells
(Fig. 7A), which could reflect a reduced respiratory rate.
Accordingly, a 22 ! 7% decrease in reactive oxygen species
Figure 3 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial morphology. (A) Representative immunoblots (left) and histograms (right)
representing at 6 days in vitro the expression of OPA1 protein relative to HSP60 levels after RNA interference, normalized to control
values (AU = arbitrary units; mean ! SEM, n = 6). (B) Fluorescence micrographs (scale bars = 10 mm) of MitoDsRed2-labeled mitochon-
dria (red) in Map2-immunostained neurons (green) transfected with control small interfering RNA (siCtrl; top) or small interfering RNA
against OPA1 (siOPA1; bottom) at 6 days in vitro. Nuclei were Hoechst-labelled (blue). (C) Histogram representing the percentage of
positive neurons for MitoDsRed2-transfected with control small interfering RNA or small interfering RNA against OPA1 with fragmented
mitochondria at 6 days in vitro (mean ! SEM, average of 200 neurons per condition n = 3). (D) Histogram representing the mean size of
MitoDsRed2-labelled mitochondria per neuron transfected with control small interfering RNA or small interfering RNA against OPA1 at 6
days in vitro (mean ! SEM, average of seven neurons per condition, n = 4). (E) Histogram representing the number of
MitoDsRed2-labelled circular mitochondria per neuron transfected with control small interfering RNA or small interfering RNA against
OPA1 at 6 days in vitro (mean ! SEM, average of seven neurons, n = 4 per condition). Statistical significance between small interfering
RNA against OPA1 and control small interfering RNA-treated neurons was determined by Student’s t-test: **P50.01, ***P50.001.
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Figure 4 Effect of OPA1 downregulation on dendritic arborization. Histograms representing the quantification of Map2-immunostained
primary (left) and secondary (right) dendrites length at 6 days in vitro (A), 9 days in vitro (B) and 12 days in vitro (C) after OPA1
downregulation. Bars represent the percentage of neurons with dendrites per class length (mean ! SEM, average of 30 neurons per
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Figure 4 Continued
condition, n = 3). Statistical significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA (siCtrl)-
treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05, **P50.01. (D) Representative fluorescence micrographs of 12 days
in vitro Map2-stained neurons transfected with control small interfering RNA (left) and small interfering RNA against OPA1 (centre).
Representative neurons (white arrow) are shown in the right panels to show the mitoDsRed2-labelled mitochondria. Scale bars = 10 mm.
DIV = days in vitro.
Figure 5 Effect of OPA1 downregulation on synaptic proteins. (A) Representative immunoblot showing the effect of OPA1 knockdown
on the expression of synaptic proteins at 6 days in vitro (left), with the histogram representing the expression of the synaptic proteins
relative to actin normalized to control values (right). (B) Histograms representing the quantification of synapses at 6 days in vitro
determined by the number of co-localized presynaptic and postsynaptic immunostained markers, normalized to control values
(AU = arbitrary units; mean ! SEM, n = 3). (C) Histograms representing the impact of OPA1 downregulation on the quantities estimated
by western blot of PSD95 (post-synaptic marker, left) and synapsin (presynaptic marker, right) at 9 and 12 days in vitro relative to actin
(mean ! SEM, n = 4). (D) Histograms representing the impact of OPA1 downregulation on the quantities, estimated by immunofluor-
escence microscopy, of PSD95 (left) and synatophysin (presynaptic marker, right) at 9 and 12 days in vitro. Bars represent the numbers of
pre- or postsynaptic puncta per field (mean ! SEM, n = 3). (E) Histograms representing the quantification of synapses at 9 and 12 days
in vitro determined by the number of co-localized pre- and postsynaptic immunostained puncta per field (mean ! SEM, n = 3). Statistical
significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA (siCtrl)-treated neurons was
determined by Student’s t-test: *P50.05, **P50.01, ***P50.001. DIV = days in vitro.
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Figure 6 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial distribution in dendrites. (A) Fluorescence micrographs of
MitoDsRed2-labelled mitochondria in dendrites. Magnified area in the bottom inserts representing rectangles encompassing two adjacent
regions of interest (R1, R2) in the upper panels, show the long mitochondria (control small interfering RNA, left) versus the short ones
(small interfering RNA against OPA1, right). Scale bars = 10 mm. (B) Histograms representing the mean mitochondrial area in eight
dendritic regions of interest (ROIs, 21mm long and 5 mm large segments) starting from the most proximal region (mean ! SEM, average of
seven neurons, n = 4). (C) Histogram representing the number of mitochondria in each region of interest (mean ! SEM, average of seven
neurons, n = 4). Statistical significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA
(siCtrl)-treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05, **P50.01.
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levels was measured under these conditions (Fig. 7B). The de-
crease in mitochondrial membrane potential may have been due
to reduced levels of mitochondrial respiratory chain complexes
leading to decreased respiration. Indeed, western blot analysis of
OPA1-depleted cells showed lower levels of two representative
subunits of Complexes I, III and IV (Fig. 7C and D). In small
interfering RNA against OPA1 transfected neurons the levels of
NDUFB8 and NDUFD9 (Complex I) were 65 ! 5% and 64 ! 11%
Figure 7 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial functions. Quantification of JC-1-based mitochondrial membrane potential
(590/525 nm ratio) (A) and neuronal reactive oxygen species (ROS) level (B) upon OPA1 knockdown, normalized to control values
(mean ! SEM, n = 6). (C) Representative immunoblot showing the effect of OPA1 knockdown on the levels of two subunits of the five
mitochondrial respiratory protein complexes: NDUFB8 and NDUFA9 (Complex I, CI), SDHA and SDHB (Complex II, CII), Core 1 and Core
2 subunits (Complex III, CIII), COX1 and COXVIc subunits (Complex IV, CIV) and ATP5 subunits alpha and gamma (Complex V, CV).
(D) Histogram representing the expression levels of the complexes relative to HSP60 levels and normalized to control values
(mean ! SEM, n = 6). Statistical significance between small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) and control small interfering RNA
(siCtrl)-treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05, ***P5 0.001.
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of the control, respectively; Core 2 and Core 1 subunit (Complex
III) 68 ! 9% and 75 ! 7%, respectively; and COX1 and COXVIc
subunit (Complex IV) 50 ! 6% and 68 ! 10%, respectively. No
significant change was noticed for SDHA and B (Complex II),
while the levels of the two subunits from Complex V were not
significantly affected (! subunit) or only slightly decreased
(" subunit).
The decreased levels of mitochondrial DNA-encoded COX1 sub-
unit prompted us to investigate if OPA1 downregulation led to
mitochondrial DNA depletion in neurons, as it was previously
described in non-neuronal cells (Elachouri et al. 2011).
Mitochondrial DNA was evaluated by immunofluorescence micros-
copy using anti-DNA antibodies (Fig. 8). In control neurons green
fluorescent dots, which correspond to mitochondrial DNA
nucleoids, appeared evenly distributed within the mitochondrial
network (Fig. 8A). At 6 days in vitro, downregulation of OPA1
led to a decreased number of mitochondrial DNA nucleoids
(47 ! 6) when compared with control neurons (72 ! 9)
(Fig. 8B), without major perturbations of their distribution
(Fig. 8A). The total nucleoids area per neuron decreased in the
same proportion in small interfering RNA against OPA1-treated
neurons (7.4 ! 9 and 4.7 ! 0.6 in control small interfering RNA
Figure 8 Effect of OPA1 downregulation on mitochondrial DNA. (A) Fluorescence micrographs of neurons transfected by control small
interfering RNA (siCtrl) or small interfering RNA against OPA1 (siOPA1) at 6 days in vitro. Scale bars = 10 mm. Immunolabelling of
mitochondria (red) and of DNA (green) were performed using anti-OXPHOS and anti-DNA antibodies, respectively. (B) Histograms
representing the number of cytoplasmic green fluorescent dots, which co-localized with red fluorescence, per neurons in control small
interfering RNA and small interfering RNA against OPA1 transfected neurons (mean ! SEM, 18 neurons per condition n = 3).
(C) Histogram representing the total area of cytoplasmic green fluorescent per neuron in control small interfering RNA and small
interfering RNA against OPA1-transfected neurons (mean ! SEM, 18 neurons per condition, n = 3). (D) Histograms representing the total
fluorescence quantity of cytoplasmic green fluorescent per neurons in control small interfering RNA and small interfering RNA against
OPA1-transfected neurons (mean ! SEM, 18 neurons per condition, n = 3). Statistical significance between small interfering RNA
against OPA1 and control small interfering RNA-treated neurons was determined by Student’s t-test: *P50.05.
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and small interfering RNA against OPA1 cells, respectively,
Fig. 8B), suggesting that no major alteration of nucleoid morph-
ology occurred. Finally, total green cytoplasmic fluorescence di-
minished in small interfering RNA against OPA1 cells in the
same proportion (34 ! 5 and 24 ! 3 in control small interfering
RNA and small interfering RNA against OPA1-treated neurons,
respectively), indicating that the total quantity of mitochondrial
DNA is diminished (Fig. 8D).
Discussion
A growing body of evidence implicates mitochondrial dynamics in
neurodegenerative diseases (Chen and Chan, 2009). Furthermore,
links emerge between mitochondrial dynamics and neuronal physi-
ology, particularly in terms of the reciprocal regulation of synapses
and mitochondria (Li et al., 2004; Verstreken et al., 2005). On the
other hand, few studies have focused on neuronal maturation, and
are mainly concentrated on DRP1, which promotes mitochondrial
fission (Li et al., 2008). We show here that establishment of a
transitory hyperfilamentous mitochondrial network is crucial for
synaptic maturation in vitro, and that this process is impaired by
downregulation of the fusogenic OPA1 protein through alterations
in oxidative metabolism exacerbated by a reduction in dendritic
mitochondrial content. This results in reduced dendritic growth
and synaptogenesis that could be related to impaired synaptic
plasticity in adulthood associated with neurodegenerative diseases,
and thus could participate in the aetiology of DOA.
Investigating the evolution of mitochondrial morphology during
neuronal maturation in primary culture, we show that the mito-
chondriome of cortical neurons is filamentous, in line with previous
reports (Chang and Reynolds, 2006; Uo et al., 2009; Voccoli and
Colombaioni, 2009). In mature primary neuronal cells, mitochon-
drial size has been reported to increase by 20% compared with
immature cells (Chang and Reynolds, 2006). During the course of
neuronal maturation in vitro, our results demonstrate a transitory
mitochondrial hyperfilamentation, mitochondrial size increasing at
6 days in vitro and decreasing thereafter to initial levels. This early
transitory hyperfilamentation correlates with expression changes,
in vitro, of the fission and fusion proteins that control mitochon-
drial morphology. The long form of the profission protein DRP1
was present at all days in vitro in culture and during development,
while the short isoform was only present at the embryonic Day 17
stage. This pattern might be related to differential messenger RNA
splicing, as cortical neurons have been reported to express several
splice variants of DRP1, including a neuron-speciEc isoform that
incorporates exon 3 (Uo et al., 2009), although nothing is known
about their respective functions. Mitofusins behave differently
during maturation, with MFN1 disappearing at 6 days in vitro,
and after post-natal Day 1 in vivo, while MFN2 levels remain
constant in both cases. Meanwhile, the ratio of the long fusogenic
OPA1 isoform (Ishihara et al., 2006) over the short ‘d’ isoform
continuously increased from 2–12 days in vitro. Because the fuso-
genic action of OPA1 depends critically on MFN1 (Cipolat et al.,
2004), the filamentation process should be controlled by the
OPA1/MFN1 ratio. Given the concomitant increase in the expres-
sion of the OPA1 long isoform and decrease in the expression of
MFN1 at 6 days in vitro, this ratio could be responsible for the
transient nature of this hyperfilamentation.
The general assumption is that longer filaments are beneficial
for mitochondrial energy supplies, while fragmented mitochondria
are more suitable for transport (reviewed in Westermann, 2012).
Increase in mitochondrial filamentation has been shown to pre-
cede differentiation in immortalized neuroblasts (Voccoli and
Colombaioni, 2009), as well as in myoblasts (De Palma et al.,
2010) and in embryonic stem cells (Wilkerson and Sankar,
2011), suggesting a broader biological significance of this phe-
nomenon. Therefore, the transitory increase in mitochondrial fila-
mentation that we observed at 6 days in vitro, simultaneously
with the onset of synaptophysin expression, could be a specific
requirement of this stage of maturation, with mitochondria later
fragmenting for transportation to remote parts of mature neurons.
Interestingly, seminal work by Li et al. (2004) demonstrated that
the number of mitochondria within dendritic protrusions increased
during the active period of synaptogenesis and spine development
in culture, together with local mitochondrial branching and fila-
mentation. Furthermore, a creatinine-dependent increase in mito-
chondrial membrane potential has been reported to lead to an
increase in the density of spines and synapses (Li et al., 2004),
and ATP-dependent augmentation of synaptic activity is correlated
with an increase in dendritic mitochondrial size (Chang et al.,
2006). Reciprocally, impairing mitochondrial function with car-
bonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone has been reported to
lead to neuritic retraction through mitochondrial membrane poten-
tial drop and fragmentation (Voccoli and Colombaioni, 2009),
while the increase in oxidative metabolism that accompanies mito-
chondrial elongation seemed to be required for stem cell differen-
tiation (Chung et al., 2007; Mandal et al., 2011; Wilkerson and
Sankar, 2011). In line with these reports, both mitochondrial
hyperfilamentation as well as synaptic marker expression and syn-
apse number are impaired in OPA1-depleted cells, together with
mitochondrial functioning (see below).
Recent work demonstrates that reactive oxygen species, which
are frequently viewed as toxic molecules, play a crucial role in
signalling pathways (Hamanaka and Chandel, 2010). The
modest transitory increase in reactive oxygen species levels at 6
days in vitro, which we identified at the onset of synaptogenesis,
may impinge on cell signalling, an idea in line with previous studies
reporting increased reactive oxygen species levels during neuronal
differentiation (Tsatmali et al., 2005). At this same early stage of
maturation, we report a transitory increase in the nuclear trans-
location of the transcription factor NRF2, depletion of which was
recently shown to delay in vitro neuronal differentiation (Zhao
et al., 2009). Furthermore, antioxidant treatment at 6 days
in vitro reduced reactive oxygen species levels, but did not inter-
fere with the transitory hyperfilamentation, indicating that the
observed increase in reactive oxygen species levels is downstream
of the increase in mitochondrial size. Altogether, our findings sug-
gest a transient requirement for mitochondrial hyperfilamentation
during neuronal maturation leading to reactive oxygen species-
dependent NRF2 signalling. Thus, as has been suggested for em-
bryonic stem cells (Mandal et al., 2011), during early neuronal
maturation, mitochondria may trigger specific retrograde signals,
1530 | Brain 2013: 136; 1518–1533 A. M. Bertholet et al.
 at INIST-CNRS on January 4, 2014
http://brain.oxfordjournals.org/
Downloaded from 
                                                                                                                                                   Résultats 
! 156!
! !
including activation of transcription factors, that could travel to the
nucleus and modulate the transcription of specific target genes.
Interfering RNA-mediated knockdown of OPA1, which led to a
reduced expression of pre- and postsynaptic marker proteins and a
decrease in synapse number as early as 6 days in vitro, had no
impact on neuronal dendritic arborization (dendrite length and
branching), hence on neuritogenesis at that stage. However, at
9 days in vitro and up to 12 days in vitro, dendritic growth
became affected, and synaptic protein expression remained low.
This suggests a new consequence of OPA1 extinction in neuronal
maturation, first affecting synaptic maturation and later dendritic
growth.
Deleterious effects of the profusion OPA1 loss of function on
synapses and dendrites development could be expected given the
crucial role of DRP1 and mitochondrial fission during the forma-
tion and maintenance of synapses and dendritogenesis
(Supplementary Table 2). Inhibiting DRP1 in primary hippocampal
neurons reduced dendritic mitochondrial content and led to a loss
of synapses and dendritic spines whereas its overexpression
increased dendritic mitochondrial content and enhanced the
number and plasticity of spines and synapses (Li et al., 2004,
2008; Wang et al., 2009). However, controversial data have
been reported by Dickey and Strack (2011), whose study of the
opposing roles of enzymatic DRP1 inactivation/activation by phos-
phorylation/dephosphorylation in regulating neuronal develop-
ment in hippocampal primary neurons led them to conclude that
dendritic mitochondrial content and synapse number appeared
negatively correlated (Dickey and Strack, 2011). Nonetheless, pri-
mary forebrain DRP1!/! neurons show both defective synapses
and decreased numbers of neurites (Ishihara et al., 2009).
Several studies have demonstrated that DRP1 extinction per-
turbs synaptic development by drastically impairing the trafficking
of mitochondria to neuronal processes (Li et al., 2004; Verstreken
et al., 2005). On the other hand, we show here that mitochondrial
fragmentation owing to impaired fusion resulted in a uniformly
decreased mitochondrial occupancy in dendrites, in agreement
with previous results obtained in transfected hippocampal neurons
(Wang et al., 2009).
Overall, our data suggest that the impact of OPA1 knockdown
on synaptogenesis and dendritogenesis occurs through disruption
of mitochondrial oxidative metabolism, exacerbated by the reduc-
tion in mitochondria content. Indeed, we found that OPA1 knock-
down led to reduced protein levels of the respiratory chain
Complexes I, III and IV, which could be due to cristae disorgan-
ization (Olichon et al., 2003) impacting the stability and integrity
of membrane-bound respiratory complexes or supra-complexes.
Therefore, OPA1 could be suggested to be important for supra-
complex formation or stabilization, structures known to optimize
the respiratory complex activity and consequently ATP production
(Lenaz and Genova, 2009). Alternatively, loss of mitochondrial
DNA, which encodes part of Complexes I, III and IV would lead
to the same results. We indeed showed that downregulation of
OPA1 induced mitochondrial DNA depletion in neurons as previ-
ously reported in HeLa cells (Elachouri et al., 2011). Reduction
of respiration was previously reported in OPA1-depleted
non-neuronal cells, as well as in fibroblasts from patients with
DOA bearing OPA1 mutations (Landes et al., 2010). This
phenotype also applies to cortical neurons because OPA1 knock-
down led to a decrease in mitochondrial membrane potential con-
comitant with a decrease in reactive oxygen species levels.
Finally, our findings suggest that OPA1 is required for proper
mitochondrial functioning when energy needs are enhanced, e.g.
for the formation and/or maintenance of synapses, and on den-
dritic growth, which mutually impact on each other. Our data
offer new insights into both the impact of mitochondrial dynamics
on CNS neuronal functioning, and the pathological processes lead-
ing to DOA. The first effect of OPA1 downregulation that we
observed in cultured primary neurons is the decrease of the
number of synapses that could be attributed to a reduction of
the quantity of synaptic markers since both are decreased to the
same extent at 9 days in vitro (reduction of "1.7 and "1.4-fold in
small interfering RNA against OPA1 versus control small interfer-
ing RNA, respectively). Later, in mature neurons (12 days in vitro)
the levels of synapses are more affected than those of synaptic
markers (reduction of "4 and "2-fold in small interfering RNA
against OPA1 versus control small interfering RNA, respectively),
suggesting that maintenance of synapses is also affected. Early
synaptic alterations are hallmarks of numerous neurodegenerative
diseases, such as Alzheimer’s disease, an age-related neurodegen-
erative process (Terry et al., 1991; Masliah et al., 2001). Similarly,
early synaptic defects observed in Alzheimer’s disease were re-
cently associated with mitochondrial dysfunctions (Lee et al.,
2012). Thus in DOA, an insufficient amount of OPA1 could
reduce synapse formation in developing retinal ganglionic cells
and induce, in time and/or under stressful conditions such as
light exposition, more important synaptic defects resulting in ret-
inal ganglionic cell degeneration. Accordingly, Williams et al.
(2012) reported a marked reduction in retinal ganglionic cell syn-
aptic connectivity in a DOA mouse model. In this mouse line,
synaptic defects are accompanied by retinal ganglionic cell den-
dritic pruning, which preceded the onset of visual loss and struc-
tural changes in the optic nerve (Williams et al., 2010).
In conclusion, unravelling the role of OPA1-dependent mito-
chondrial dynamics on neuronal maturation and function will illu-
minate the physiopathological mechanisms underlying DOA and
probably other neurodegenerative diseases. Such mechanistic de-
tails could give rise to long-awaited therapeutic solutions. In line
with the current emerging hypothesis that impairment of mito-
chondrial dynamics is an early event in most neurodegenerative
pathologies, playing a pivotal role in neuronal plasticity dysfunc-
tion, our findings may help to define targets that precede further
cytotoxic phenomena.
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DISCUSSION GENERALE 
!
Depuis! la! découverte! par! notre! équipe! et! ses! collaborateurs! en! 2000! du! gène! codant! la!
protéine! mitochondriale! OPA1! (Delettre! et! al.! 2000b),! dont! les! mutations! sont! responsables! de!
l’Atrophie! Optique! Dominante! de! type! 1! (ADOA=1),! de! nombreuses! pistes! d’études! ont! été!
envisagées! pour! comprendre! l’étiologie! de! cette! rétinopathie.! Le! rôle! d’OPA1! dans! la! fusion! des!
mitochondries! et! sa! fonction! anti=apoptotique! ont! été! abondamment! décrits! dans! la! littérature!
(Bereiter=Hahn! and! Jendrach! 2010;! T! Landes! et! al.! 2010).! Ces! dernières! années,! l’hypothèse! de!
l’implication!d’OPA1!dans!la!dérégulation!des!fonctions!énergétiques!mitochondriales!a!été!proposée!
et!étudiée!dans!des!modèles!cellulaires!ou!animaux!de!l’ADOA=1,!et!dans!des!cellules!ou!tissus!issus!
de!patients!(Agier!et!al.!2012;!Chen!et!al.!2005a;!Chevrollier!et!al.!2008;!Kanazawa!et!al.!2008;!Lodi!et!
al.!2004;!Tang!et!al.!2009).!Certains!travaux!révèlent!des!diminutions!de!la!respiration!cellulaire!et!de!
la!production!d’ATP!consécutives!à!des!mutations!ou!invalidations!du!gène!OPA1,!mais!ces!résultats!
restent!controversés!et!les!mécanismes!moléculaires!et!cellulaires!sous=jacent!mal!connus!(Mayorov!
et! al.! 2008;! Spinazzi! et! al.! 2008).! Mes! travaux! de! thèse! ont! permis! de! préciser! l’impact! de! la!
diminution!d’expression!d’OPA1!sur!l’homéostasie!redox!et!ont!ouvert!de!nouvelles!perspectives!sur!
l’analyse! du! statut! antioxydant! des! cellules! pour! proposer! des! thérapeutiques! personnalisées! aux!
patients! atteints! d’ADOA=1.! L’analyse! de! l’environnement! protéique! de! la! dynamine! fournit! des!
pistes!pour!comprendre!l’implication!d’OPA1!dans!le!métabolisme!oxydatif!et!propose!une!relecture!
de! ses! fonctions! afin! d’appréhender! au! mieux! ses! dysfonctions.! Enfin,! nous! proposons! que! des!
défauts!de!la!morphologie!et!de!la!fonctionnalité!énergétique!des!mitochondries!dans!des!neurones!
invalidés! pour! OPA1! seraient! responsables! de! l’altération! de! la! synaptogenèse! et! donc! de! la!
maturation!neuronale.!!
!
La diminution d’OPA1 entraîne un déséquilibre de l’homéostasie 
redox vers un état pro-oxydant 
Bien!que!la!pathologie!de!l’ADOA=1!soit!décrite!comme!neurodégénérative,!nous!avons!fait!le!
choix!de!travailler!également!dans!des!cellules!HeLa!et!de!présenter!les!résultats!au!même!titre!que!
les! neurones! en! culture! primaire.! En! effet,! nous! avons! pu! démontrer! que! la! mécanistique!
intracellulaire! impliquée! en! réponse! à! la! diminution! d’OPA1! est! «!pluri=tissulaire!»! car! elle! ne!
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s’applique! pas! uniquement! à! des! cellules! neuronales,! ce! qui! permet! d’intégrer! ce! travail! dans! un!
contexte!physiologique!et!physiopathologique!plus!global.!
Le!métabolisme! oxydatif!mitochondrial! est! altéré! dans! des! cellules! dont! la! quantité! d’OPA1! est!
diminuée!
Comme! précédemment,! afin! de! mimer! une! haploinsuffisance! du! gène!OPA1,! nous! avons!
diminué! la! quantité! de! la! protéine! par! une! stratégie! d’interférence! à! l’ARN! dans! des! cellules!
humaines! (HeLa)! et! des! neurones! corticaux! en! culture! primaire! (rat).! Nous! avons! montré! que! la!
diminution! de! la! quantité! d’OPA1! dans! les! cellules! HeLa! (Olichon! et! al.! 2007)! et! des! neurones!
(Bertholet! et! al.! 2013)! provoque! une! baisse! du! potentiel! de! membrane! mitochondrial.! Ce!
phénomène!est!d’ailleurs!retrouvé!dans!MEFs!invalidés!pour!OPA1!par!interférence!à!l’ARN!(Chen!et!
al.! 2005b).! Cette! diminution! traduirait! une! perturbation! de! l’activité! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale.! En! effet,! nous! avons! montré! que! la! respiration! spontanée! est! significativement!
diminuée!dans!les!cellules!HeLa!et!les!neurones!dont!l’expression!d’OPA1!est!diminuée.!Ces!résultats!
corrèlent! avec! les! données! obtenues! dans! des!MEFs! déplétés! pour!OPA1! (Chen! et! al.! 2005b),! des!
fibroblastes!ou!des!muscles!issus!de!patients!atteints!d’ADOA=1!(Amati=Bonneau!et!al.!2005;!Chen!et!
al.! 2005;!Chevrollier! et! al.! 2008;!Cipolat! et! al.! 2004;! Lodi! et! al.! 2004;! Song!et! al.! 2007;! Song!et! al.!
2009;! Zanna! et! al.! 2008),! chez! le! poisson! zèbre! invalidé! pour! OPA1! (Rahn! et! al.! 2013)! et! chez! la!
drosophile!dOPA1+/Z! (Tang!et!al.!2009).!De!manière!surprenante,! l’ajout!de!l’agent!découplant!FCCP!
n’augmente! pas! plus! la! respiration! cellulaire,! contrairement! au! poisson! zèbre! invalidé! pour! OPA1!
(Rahn! et! al.! 2013).! Ainsi,! dans! nos! modèles! cellulaires! d’ADOA=1,! la! respiration! spontanée! serait!
maximale.! Ce! phénomène! a! déjà! été! décrit! dans! des!modèles! cellulaires! ou! animaux! de!maladies!
neurodégénératives! comme! la! souris! TG2576! modèle! de! la! maladie! d’Alzheimer! (Varghese! et! al.!
2011)!ou!dans!des!cellules!striatales!modèles!de!la!maladie!de!Huntington!(STHdhQ111)!(Siddiqui!et!
al.! 2012).! De!manière! intéressante,! dans! des! cellules! dopaminergiques! N27! en! culture,! l’ajout! de!
paraquat! (molécule! qui! induit! un! stress! oxydatif! en! inhibant! le! complexe! I)! ne! perturbe! pas! la!
respiration! spontanée!des!cellules!mais!altère! la! capacité! respiratoire!maximale!des!mitochondries!
(Lopert! et! al.! 2012).! Dans! ce! modèle,! l’inhibition! du! système! antioxydant!
thioredoxine/peroxiredoxine!cumulée!avec! le!traitement!par! le!paraquat! induit!une!diminution!des!
différents! stades! respiratoires! (spontané! et! maximal),! tout! comme! dans! nos! modèles! cellulaires!
invalidés!pour!OPA1.!Ainsi,!perturber!l’état!redox!intracellulaire!induit!les!mêmes!conséquences!sur!
l’activité!mitochondriale!que!la!perte!d’OPA1.!!
A! la! lumière! de!mes! travaux! de! thèse! et! des! données! bibliographiques,! deux! questions! se!
posent! alors!:! i)! par! quels! mécanismes! la! diminution! d’OPA1! induit=elle! une! perturbation! de! la!
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respiration!mitochondriale!spontanée!?! ii)!pourquoi! la!respiration!n’est=elle!pas!stimulée!par! l’ajout!
d’un!agent!découplant!dans!des!cellules!déplétées!pour!OPA1!?!!
Nous! avons!montré! que! les! neurones! (Bertholet! et! al.! 2013)! et! les! cellules!HeLa,! invalidés!
pour!OPA1,!présentent!une!diminution!de! la!quantité!de!certaines! sous=unités! représentatives!des!
complexes!de!la!chaîne!respiratoire.!Les!complexes!I,!II,!III!et!IV!sont!affectés,!alors!que!la!quantité!du!
complexe!V!reste!inchangée.!De!plus,!des!intéractions!d’OPA1!avec!les!complexes!respiratoires!I,!II!et!
III,!ont!été!retrouvés!par!co=immunoprécipitations!dans!des!fibroblastes!humains!(Zanna!et!al.!2008).!
Nous!pouvons!donc!proposer!la!dissociation!des!macro=complexes!«!OPA1=complexes!respiratoires!»,!
lors!du!traitement!des!cellules!par!siOPA1,!responsable!de!la!déstabilisation!des!sous=unités!et!donc!
de! l’intégrité!des! complexes.!Des!effets!«!indirects!»!de! la!perte!d’OPA1! sont!également!envisagés!
étant! donné! son! rôle! dans! le!maintien! de! l’ADNmt.! En! effet,! comme! il! a! déjà! été! décrit! dans! des!
cellules!HeLa!(Elachouri!et!al.!2010)!et!des!MEFs!KO!pour!OPA1!(Chen!et!al.!2007;!Chen!et!al.!2010),!
nos!analyses!montrent!que!le!nombre!de!nucléoïdes!est!également!altéré!par!la!perte!d’OPA1!dans!
les!neurones!cultivés!ex&vivo& (Bertholet!et!al.!2013).!Ces!résultats!corrèlent!avec! les!travaux!menés!
dans!des!lymphocytes!de!patients!qui!montrent!une!diminution!du!nombre!de!copies!d’ADNmt!(Kim!
et!al.!2005).!Des!délétions!d’ADNmt!ont!également!été!observées!dans!des!cellules!musculaires!de!
patients! atteints! du! syndrome! «!ADOA=1! plus!»! (Amati=Bonneau! et! al.! 2008!;! Hudson! et! al.! 2008).!
Etant! donné! que! le! génome! mitochondrial! code! 13! sous=unités! de! la! chaîne! respiratoire,! la!
diminution!de!la!respiration!mesurée!consécutivement!à!la!perte!d’OPA1!pourrait!être!le!reflet!de!la!
diminution! d’ADNmt.! De! plus,! la! sous=unité! COXI,! codée! par! le! génome! mitochondrial,! diminue!
drastiquement!dans!nos!modèles.!
La! diminution! de! la! quantité! de! certains! complexes! respiratoires! pourrait! entraîner! une!
baisse! de! leur! activité! (Chen! et! al.! 2005;! Tang! et! al.! 2009)! et! donc! expliquer! la! diminution! de! la!
respiration!cellulaire.!Or,!excepté!le!complexe!II!qui!diminue!d’environ!25!%,!l’activité!des!complexes!
in&vitro&reste!stable!dans!nos!conditions.!La!diminution!de! la! respiration!mitochondriale!n’est!donc!
pas! le! reflet! d’un! défaut! d’activité! intrinsèque! des! complexes.! Ainsi,! nous! proposons! une! autre!
hypothèse!:! l’organisation! des! complexes! respiratoires! en! supercomplexes.! En! effet,! ces!
«!respirasomes!»! sont! essentiels! pour! l’assemblage! et! la! stabilité! des! complexes! (Acin=Perez! et! al.!
2004;!Diaz!et!al.!2006;!Li!et!al.!2007)!et!semblent!impliqués!dans!l’efficacité!du!transfert!d’électrons!
(Acin=Perez! et! al.! 2014;! Vartak! et! al.! 2013).! Les! complexes! respiratoires! et! les! respirasomes! sont!
notamment! concentrés! au! niveau! des! crêtes! mitochondriales! car! l’essentiel! du! cytochrome! c,! le!
transporteur! d’électrons! du! complexe! III! au! IV,! s’accumule! dans! l’espace! intra=crête! (Vogel! et! al.!
2006).! Sachant! que! la! protéine! OPA1! a! un! rôle! prépondérant! dans! la! structuration! des! crêtes!
mitochondriales,! la! perte! de! fonction! de! cette! dynamine! perturbe! l’organisation! de! la!membrane!
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interne! (Cipolat! et! al.! 2006;! Darshi! et! al.! 2010;! Frezza! et! al.! 2006).! Ainsi,! la! diminution! de! la!
respiration!observée!dans!nos!conditions!peut!être!expliquée!par! la!désorganisation!des!crêtes!qui!
engendre!par!voie!de!conséquence!une!dissociation!des!supercomplexes!en!forme!libre!(Lenaz!and!
Genova,! 2009).!Un!article!paru! très! récemment!met! en! avant! l’importance!de! la! forme!des! crêtes!
pour!l’assemblage!et!la!stabilité!des!supercomplexes!et!l’efficacité!de!la!respiration!in&vitro&et!in&vivo&
(Cogliati! et! al.! 2013).! Les! auteurs! démontrent! que! la! perte! d’OPA1! induite! dans! une! lignée!
immortalisée!de!fibroblastes!issus!de!souris!adultes!(MAFs),!engendre!des!défauts!de!mise!en!place!
des! supercomplexes.! Résultats! que! les! auteurs! ont! également! retrouvés! dans! des! MEFs! KO! pour!
OPA1!et!in&vivo!dans!des!mitochondries!de!foie!de!souris!invalidées!de!manière!inductible!pour!OPA1.!
De! plus,! une! surexpression! de! la! protéine! OPA1! d’environ! 50! %! induit! des! crêtes! serrées! et! une!
augmentation!du!nombre!de!supercomplexes!dans!des!mitochondries!de!foie!de!souris!(Cogliati!et!al.!
2013).! Enfin,! l’ajout! d’un! agent! découplant! ne! stimule! pas! la! respiration! spontanée! des! cellules!
déplétées!pour!OPA1.!Nous!pouvons!supposer!que!la!respiration!mesurée!à!l’état!spontanée!est!déjà!
à!son!maximum,!ce!qui!implique!que!le!découplage!de!la!phosphorylation!oxydative!n’ait!aucun!effet!
sur!la!consommation!en!oxygène.!Pour!expliquer!l’origine!de!la!diminution!de!la!respiration!cellulaire!
dans! nos!modèles,! nous! envisageons! donc! de! vérifier! la! nature! et! la! stabilité! des! supercomplexes!
dans!nos!modèles!cellulaires,!invalidés!pour!OPA1!par!interférence!à!l’ARN,!avec!la!technique!du!Blue!
Native! Polyacrylamide! Gel! Electrophoresis! (BN=PAGE)! (Leary! 2012).! Un! autre! travail! publié! très!
récemment! met! en! lumière! le! lien! très! étroit! entre! OPA1,! la! fusion! mitochondriale! et! la!
phosphorylation! oxydative! (OXPHOS)! à! l’aide! d’un! outil! permettant! la! visualisation! des! différents!
compartiments!mitochondriaux!par!microscopie!à!fluorescence,!in&vitro!(Mishra!et!al.!2014).!En!effet,!
stimuler!la!respiration!mitochondriale,!comme!par!exemple!en!présence!d’un!milieu!galactose,!induit!
une! augmentation! de! la! fusion! des! membranes! internes! mitochondriale,! suite! au! clivage! de! la!
dynamine! OPA1! par! la! protéase! YME1L.! Le! lien! entre! la! fusion!mitochondriale! et! le!métabolisme!
énergétique!serait!établi!par!la!dynamique!des!formes!longues!et!courtes!d’OPA1!(Mishra!et!al.!2014).!
Cet!outil!ouvre!de!nouvelles!perspectives!de!compréhension!du! lien!entre!OPA1!et! le!métabolisme!
oxydatif! et! pourrait! être! utilisé! dans! des! tissus! de! patients! porteurs! de!mutations! du! gène!OPA1,!
notamment! celles! responsables!d’un!effet!dominant!négatif! comme! la! forme!G300E! (Landes!et! al.!
2010).!!
Comme!nous!pouvons!le!constater,!la!perte!de!la!dynamine!OPA1!engendre!une!diminution!
de! la! respiration,!de! la!quantité!de!certains!complexes!et!du!nombre!de!nucléoïdes.!Cependant,! la!
biomasse!mitochondriale!est!stable!dans!les!cellules!HeLa!et!les!neurones!traités!par!siOPA1,!ce!qui!
signifie!que!les!conséquences!de!l’invalidation!de!la!dynamine!ne!sont!pas!liées!à!des!perturbations!
de!la!biomasse!mitochondriale.!
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Le! défaut! de! la! phosphorylation! oxydative! des! mitochondries! de! cellules! invalidées! pour!
OPA1!pourrait!s’accompagner!d’un!déficit!de!synthèse!d’ATP!mitochondrial.!Dans!nos!conditions,!les!
taux!d’ATP!intracellulaires!dans! les!cellules!HeLa!et! les!neurones!sont!stables.!Ces!résultats!sont!en!
accord! avec! les! dosages! d’ATP! effectués! à! partir! de! fibroblastes! ou! de! muscles! issus! de! patients!
atteints!d’ADOA=1! (Spinazzi!et!al.&2008;!Chevrollier!et!al.!2008).!Néanmoins,!dans! les!mêmes!tissus!
analysés,!d’autres!études!montrent!une!diminution!du!taux!d’ATP!(Lodi!et!al.!2004;!Agier!et!al.!2012).!
Plusieurs!hypothèses!peuvent!être!formulées!:!1)!la!quantité!du!complexe!V!n’est!pas!affectée!par!la!
perte! d’OPA1! dans! nos! modèles,! l’activité! resterait! donc! stable,! 2)! l’ATP! serait! produit!
principalement!par!la!glycolyse.!Les!cellules!cultivées!sont!en!présence!d’un!milieu!contenant!4,5!g/L!
de!glucose.!Cette!«!hyperglycémie!»!favorise!la!production!d’ATP!par!la!glycolyse!ce!qui!implique!que!
nous! ne! sommes! pas! dans! les! meilleures! conditions! pour! analyser! l’activité! de! l’ATP! synthase!
mitochondriale.! Toutefois,! en! conservant! nos! conditions! de! culture,! nous! pourrions! déterminer! la!
part!de! la!mitochondrie!dans! la!production!totale!d’ATP!en!utilisant! l’oligomycine,!un! inhibiteur!du!
complexe! V,! ou! une! technique! de! FRET! avec! une! sonde! qui! se! fixe! sur! l’ATP! dans! la! matrice!
mitochondriale!(ATeams,!GO=ATeam2)!(Imamura!et!al.!2009;!Lefkimmiatis!et!al.!2013;!Nakano!et!al.!
2011).!!
Le!taux!d’EAO!intracellulaire!est!affecté!dans!des!cellules!dont!la!quantité!d’OPA1!est!diminuée!
Contrairement!à!ce!qui!a!été!démontré!chez!la!drosophile!(Tang!et!al.!2009),!la!diminution!de!
la!quantité!d’OPA1!aboutit!une!diminution!du!taux!d’EAO! intracellulaire! total!dans! les!neurones! (6!
jours! après! la! transfection! du! siOPA1)! (Bertholet! et! al.! 2013)! et! les! cellules!HeLa! (3! jours! après! la!
transfection!du!siOPA1),!mesuré!à!l’aide!de!la!sonde!H2=DCFDA.!Le!taux!intracellulaire!total!de!NADH,!
H+!restant!inchangé!dans!les!cellules!HeLa!invalidées!pour!OPA1,!nous!supposons!que!le!complexe!I,!
stable!malgré!la!diminution!de!la!dynamine,!est!suffisamment!alimenté!en!substrats.!Le!complexe!I!
capterait!donc!les!électrons!de!l’équivalent!réduit!NADH,!H+!mais! le!transfert!aux!autres!complexes!
serait! ralenti,! comme! en! témoigne! la! diminution! de! la! respiration.! Ces! résultats! suggèrent! que! la!
quantité! d’électrons! libres! augmenterait! au!niveau!du! complexe! I! dans! les! cellules!déplétées! pour!
OPA1,! ce! qui! favoriserait! leur! interaction! avec! l’oxygène! libre,! phénomène! à! l’origine! d’une!
production!d’anion!superoxyde!dans!la!mitochondrie!(Turrens!1997;!Turrens!2003).!Cette!hypothèse!
est!en!accord!avec!la!diminution!de!l’activité!de!l’aconitase!que!nous!avons!observée!dans!les!deux!
modèles! cellulaires! (Tretter! et! al.! 2011).! Pour! appuyer! ces! arguments,! nous! pourrions! utiliser! la!
sonde!MitoSOX!qui! s’accumule!dans! la!mitochondrie!et!devient! fluorescente!au! contact!de! l’anion!
superoxyde! (Yang! et! al.! 2014).! D’autres! indicateurs! du! taux! d’EAO,! qui! ont! été! développés! ces!
dernières! années,! permettent! des! mesures! plus! sensibles! et! en! temps! réel! du! statut! redox!
intracellulaire! in& vitro! et! in& vivo! (Lukyanov! and!Belousov! 2014;!Wang! et! al.! 2013).! Par! exemple,! la!
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protéine!fluorescente!HyPer!permet!une!mesure!spécifique!du!taux!de!peroxyde!d’hydrogène!(H202)!
car!l’oxydation!des!résidus!cystéines!par!ce!radical!oxygéné!modifie!la!longueur!d’onde!d’excitation!
de!HyPer!de!420!à!500!nM!(Belousov!et!al.!2006).!Les!sondes!roGFPs!(redox!oxidation=sensitive!green!
fluorescent! protein)! permettent! de! rendre! compte!du!potentiel! redox! intracellulaire! car! elles! sont!
sensibles! à! l’oxydation! et! les! formes! oxydées! et! réduites! ne! présentent! pas! les!mêmes! longueurs!
d’onde!d’excitation,!qui!de!plus!varient!en!fonction!du!type!de!roGFPs!(de!1!à!6!roGFPs)!(Dooley!et!al.!
2004;!Hanson!et!al.!2004).!Cet!outil!pourrait!être!utilisé!en!parallèle!des!dosages!des!formes!réduites!
et!oxydées!du!glutathion!que!nous!avons!déjà! réalisés.!En!effet,! le!niveau!de!glutathion! réduit!est!
très!élevé!dans!nos!deux!modèles!cellulaires!diminués!pour!OPA1,!ce!qui!suggère!une!activation!du!
métabolisme!du!glutathion!(Takaya!et!al.!2012;!Yuyun!et!al.!2013).!Les!dosages!ayant!été!réalisés!72h!
et! 6! jours! après! transfection! par! le! siOPA1!pour! les! cellules!HeLa! et! les! neurones! respectivement,!
nous!pourrions!suivre!le!statut!redox!des!cellules!pendant!plusieurs!heures!après!l’extinction!d’OPA1.!
En!effet,!nous!avons!pu!constater,!dans!les!cellules!HeLa!déplétées!pour!OPA1,!que!le!niveau!d’EAO!
intracellulaire!mesuré!par! la!sonde!H2=DCFDA!à!48h!était! identique!au!contrôle!et!qu’à!56h! le! taux!
d’EAO! commençait! à! diminuer.! Les! sondes! roGFP! rendraient! compte!du! statut! redox!entre!48h!et!
56h!de!transfection!afin!de!comprendre!la!réponse!intracellulaire!mise!en!jeu!suite!à!la!perte!d’OPA1.!
De!plus,!nous!pourrions!obtenir!des!informations!sur!l’origine!de!cette!diminution!car!ces!protéines!
fluorescentes! peuvent! être! adressées! aux! différents! compartiments! intracellulaires,! comme! la!
mitochondrie! (Dooley! et! al.! 2004;! Hanson! et! al.! 2004).! Enfin,! un! autre! argument! en! faveur! de!!
l’implication!d’OPA1!dans!la!production!d’EAO!vient!d’un!modèle!drosophile!qui!exprime!des!clones!
OPA1Z/Z!présents!uniquement!dans!les!yeux!de!l’insecte!(Yarosh!et!al.!2008).!En!effet,!la!perte!totale!
d’OPA1!induit!un!phénotype!de!l’œil!dit!rugueux!et!brillant,!caractéristique!d’une!perte!des!cellules!
hexagonales!et!d’une!altération!des!cônes!et!des!cellules!pigmentées,!suggérant!une!augmentation!
de! l’apoptose.! En! présence! de! vitamine! E! ou! de! SOD1! dans! la! nourriture,! ou! en! sur=exprimant! la!
forme!humaine!de!SOD1,!le!phénotype!de!l’œil!s’approche!d’un!phénotype!sauvage!suggérant!la!part!
importante!des!EAO!dans!la!mort!des!cellules!OPA1Z/Z!de!l’œil!de!l’insecte.!!
La!voie!de!signalisation!de!NRF2!est!activée!en!réponse!à!la!diminution!de!quantité!d’OPA1!
! Un! autre! argument! en! faveur! de! la! diminution! des! EAO! intracellulaires! totaux! dans! nos!
modèles!est!l’activation!des!défenses!antioxydantes.!Nous!avons!pu!montrer!que!la!diminution!de!la!
protéine! OPA1! dans! des! neurones! et! des! cellules! HeLa! induit! une! relocalisation! du! facteur! de!
transcription!NRF2!au!noyau,!signe!de!son!activation!(Gan!and!Johnson!2013;!Takaya!et!al.!2012;!de!
Vries!et!al.!2008).!De!plus,!ce!phénomène!est!visible!dès!67h!après!transfection!des!cellules!HeLa!par!
le! siOPA1.! Nous! pouvons! donc! supposer! qu’une! augmentation! du! taux! d’EAO! intracellulaire,! en!
amont!de!cette!cinétique,!est!suffisante!pour!dissocier! le!complexe!NRF2/Keap=1!et!permettre!une!
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relocalisation! massive! de! NRF2! dans! le! noyau.! De! plus,! les! quantités! protéiques! et/ou! l’activité!
enzymatique! de! cibles! de! NRF2,! comme! les! superoxydes! dismutases,! la! catalase! ou! GSTP1,! sont!
augmentées! dans! nos! modèles! cellulaires! invalidés! pour! OPA1.! Clairement,! la! diminution! d’OPA1!
engendre! une! signalisation! antioxydante! qui! serait! responsable! de! la! diminution! du! taux! d’EAO!
observé!6!jours!ou!72h!après!transfection!des!neurones!ou!des!cellules!HeLa!respectivement.!!
En!plus!du!rôle!largement!décrit!de!NRF2!dans!la!réponse!au!stress!oxydatif!par!l’activation!
des! défenses! antioxydantes,! le! facteur! de! transcription! est! intimement! lié! au! métabolisme!
énergétique! cellulaire.! En! effet,! Heiss! EH! et! collègues! ont! montré! que! l’activation! de! NRF2,! par!
l’inducteur!sulforaphane!ou!par!un!KO!de!l’inhibiteur!Keap=1!dans!des!MEFs,!induit!une!modification!
du!métabolisme!intracellulaire!où!la!molécule!de!glucose!est!préférentiellement!dégradée!par!la!voie!
des!pentoses!phosphates!(Heiss!et!al.!2013).!Nous!pouvons!suggérer!que,!en!plus!de!l’activation!des!
défenses! antioxydantes! comme! nous! l’avons! démontré,! la! diminution! d’OPA1! engendre! un!
changement!métabolique!des!cellules!de! la!mitochondrie!vers! la!voie!des!pentoses!phosphates.!De!
plus,!le!lactate!extracellulaire!dans!les!cellules!HeLa!invalidées!pour!OPA1!est!stable.!Ainsi,!même!si!
les!cellules!HeLa!sont!principalement!glycolytiques!du!fait!de!leur!origine!cancéreuse!(Klepinin!et!al.!
2014;!Palsson=McDermott!and!O’Neill!2013;!Xie!et!al.!2014),!la!diminution!d’OPA1!n’augmente!pas!la!
production! de! lactate! dans! nos! conditions.! Nous! pourrions! donc! analyser! la! voie! des! pentoses!
phosphates!dans!nos!modèles!afin!d’approfondir!les!mécanismes!métaboliques!qui!découlent!d’une!
diminution!d’OPA1.!
Les!neurones!dont!la!quantité!d’OPA1!est!diminuée!sont!plus!sensibles!au!stress!oxydatif!induit!par!
la!roténone!
Pour! déterminer! les! mécanismes! intracellulaires! mis! en! jeux! chez! les! patients! atteints!
d’ADOA=1!qui! subissent! comme! tout!un! chacun!des! stress! exogènes! au!quotidien,! comme! les!UVs!
(Kushibiki!et!al.!2013)!ou! l’hypoxie! transitoire!dans! l’œil,!nous!avons! induit!un!stress!oxydatif!dans!
des! neurones! transfectés! par! un! siOPA1.! Tout! comme! dans! les! modèles! invertébrés! (drosophile,!
C.Elegans)& porteurs! de! mutations! du! gène! OPA1& (Kanazawa! et! al.! 2008;! Tang! et! al.! 2009),& les!
neurones!ex& vivo&présentent!une! sensibilité! accrue!à!un! stress!oxydant.! En!effet,! après! traitement!
«!aigu!»!ou!«!chronique!»!par!la!roténone!(inhibiteur!du!complexe!I)!des!cellules!traitées!par!siOPA1,!
la!mort!cellulaire!est!plus!importante!que!dans!les!conditions!contrôles.!Nous!avons!de!plus!observé!
que! les! défenses! antioxydantes! ne! sont! pas! activées! en! réponse! à! ce! traitement.! En! effet,! la!
translocation!de!NRF2!augmente!dans! les!cellules!contrôles!traitées!par! la! roténone!mais!pas!dans!
celles!qui!sont! invalidées!pour!OPA1.!De!plus,! les!quantités!protéiques!de!SOD1!et!catalase!restent!
stables!voir!diminuent!après! le! traitement!aigu!à! la! roténone.!Nous!pouvons!donc!proposer!que! la!
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sensibilité! des! cellules! à! un! stress! oxydant! soit! la! conséquence! d’une! saturation! de! la!machinerie!
antioxydante,! suite!à! la!diminution!d’OPA1.!Ces! résultats! rappellent! les! travaux!de! Jin!et! collègues!
dans!des!cellules!striatales!modèles!de!la!maladie!de!Huntington.!Suite!à!un!stress!oxydatif!induit!par!
le! t=BHQ! (tert=butylhydro=quinone),! les! cellules! qui! expriment! une! forme! délétère! de! la! protéine!
huntingtin! (Htt)! ne! présentent! pas! d’activité! ARE,! donc! pas! d’activation! de! la! voie! NRF2,!
contrairement!aux!cellules!contrôles!(Jin!et!al.!2013).!!
Dans!notre!cas,! l’activation!de!NRF2! suite!à! la!perte!d’OPA1!ne!semble!pas! induire! la! cible!
SOD2,! ni! en! condition! «!basale!»! ni! en! présence! de! roténone.! Or! cette! enzyme! est! directement!
impliquée! dans! la! détoxification! de! l’anion! superoxyde! produit! au! niveau! de! la! matrice!
mitochondriale! par! les! complexes! I,! II! et! III.! Sachant! que! d’autres! facteurs! de! transcription! sont!
également! impliqués! dans! la! transactivation! du! gène! codant! SOD2,! comme! AP=2! et! Sp1,! ou!
l’inhibition!de!la!transcription,!comme!Egr=1!(Porntadavity!et!al.!2001),!nous!pouvons!donc!supposer!
un!autre!mécanisme!de!régulation!pour!cette!cible!dans!nos!modèles.!SOD2!semble!être!une!cible!
intéressante! car! la! déplétion! de! cette! protéine! par! interférence! à! l’ARN! (siRNA)! chez! les! vers! C.&
Elegans!invalidés!pour!OPA1!(mutations!ou!siRNA)!diminue!drastiquement!la!taille!de!la!progéniture,!
contrairement! à! l’extinction! de! SOD1! (Kanazawa! et! al.! 2008).! Comme! en! témoignent! les! données!
chez!ce!modèle!invertébré!de!l’ADOA=1,!analyser!la!régulation!transcriptionnelle!de!SOD2!serait!une!
piste!de!compréhension!de!l’étiologie!de!cette!rétinopathie.!
Un!modèle!de!souris!de!l’ADOA;1!est!dans!un!état!pro;oxydant!
Une! des! souris! modèles! de! l’ADOA=1,! B6;C3=Opa1329=355del! (OPA1+/Z)! (Alavi! et! al.! 2007),! est!
arrivée!tardivement!au!cours!de!ma!thèse!dans!le!laboratoire.!Je!n’ai!donc!pas!pu!réaliser!un!grand!
nombre!d’expériences!sur!ce!modèle.!Toutefois,!les!résultats!indiquent!clairement!que!les!souris!sont!
dans!un!état!pro=oxydant!à!4!mois,!qui!s’accentue!à!10!mois.!En!effet,!la!diminution!de!l’activité!de!
l’aconitase!à!4!mois,!accentuée!à!10!mois,!montre!une!augmentation!des!EAO!intra=mitochondriaux!
avec!l’âge,!dans!le!cortex!des!souris!mutantes.!Nous!pouvons!suggérer,!avec!ces!premiers!résultats,!
que! les! souris! OPA1+/Z! subissent! un! vieillissement! prématuré.! En! effet,! le! vieillissement! est!
généralement!associé!à!une!augmentation!des!radicaux!libres,!ce!qui!est!le!cas!dans!notre!modèle!de!
souris!mutées!(Sohal!and!Orr!2012).!!
Le! vieillissement! cellulaire! s’accompagne! également! d’une! diminution! de! la! capacité!
antioxydante!des!cellules!(Geremia!et!al.!1990).!Nous!avons!relevé!une!diminution!significative!de!la!
quantité!protéique!de!SOD1!dans!le!groupe!de!souris!mutées!pour!OPA1,!en!comparaison!au!groupe!
contrôle,!à!4!mois.!Une!étude!réalisée!à!partir!de!rétines!de!souris!modèles!de!l’ADOA=1!(Alavi!et!al.!
2007),! les!mêmes!modèles!murins! que! nous! possédons! au! laboratoire,!montre! une! diminution! de!
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SOD2! (ARNm!et!protéine),! à!9!mois! (Nguyen!et! al.! 2011).! Les! auteurs! suggèrent!également!que! la!
diminution!de!cette!enzyme!antioxydante!pourrait!participer!à!la!mise!en!place!d’un!stress!oxydant!
et,! à! terme,! à! la! perte! des! cellules! par! apoptose,! comme! ils! ont! pu! le! démontrer! par! la!méthode!
TUNEL.! Bien! que! les! isoformes! de! la! superoxyde! dismutase! impliquées! soient! différentes! selon! le!
tissu! (cortex!ou!rétine),!une!même!voie!de!détoxification!de! l’anion!superoxyde!semble!perturbée,!
en!réponse!à!la!diminution!d’OPA1.!
Toutefois,! l’activité!de!la!catalase!et!la!quantité!de!SOD1!et!de!SOD2!augmentent!de!4!à!10!
mois! chez! les! souris!OPA1+/Z.! Pour! analyser! la! théorie! du! vieillissement! cellulaire! précoce! chez! les!
souris!OPA1+/Z,!nous! souhaitons!caractériser! le! statut!antioxydant!de! souris! sauvages!et!mutées!au!
delà!des!10!mois.!En!effet,!la!dégénérescence!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!chez!les!souris!
mutantes! commence! au! 13ème!mois! et! des! défauts! locomoteurs! sont! visibles! au! 22ème!mois.! Nous!
pouvons!donc!proposer!que!des!défauts!des!capacités!antioxydantes!soient!visibles!dès!le!début!des!
symptômes!chez!la!souris.!Toutefois,!bien!que!les!défenses!augmentent!entre!4!et!10!mois!chez!les!
souris!mutantes,!celles=ci!ne!sont!pas!supérieures!aux!quantités!et!activités!mesurées!chez!les!souris!
contrôles.!Cet!argument!nous!laisse!penser!que!«!l’activation!»!des!défenses!entre!4!et!10!mois!reste!
néanmoins! inefficace! pour! détoxifier! les! cellules! du! cortex,! chez! les! souris! OPA1+/Z,! comme! en!
témoigne!la!diminution!de!l’activité!de!l’aconitase.!!
Les! premiers! résultats! montrent! que! les! défenses! antioxydantes! sont! insuffisantes! pour!
tamponner!les!radicaux!libres!produits.!Nous!obtenons!dans!les!cortex!du!modèle!murin!les!mêmes!
résultats! que! dans! les! neurones!ex& vivo& invalidés! pour!OPA1! et! traités! avec! la! roténone.! En! effet,!
nous!n’observons!pas!d’augmentation!des!quantités!de!la!catalase!ni!de!SOD1!lors!du!traitement!pro=
oxydant,! dans! des! neurones! invalidés! pour! OPA1.! Cependant,! il! est! évident! qu’à! ce! stade! de! nos!
études,!nous!ne!pouvons!écarter!un!rôle!de!la!glie.!Cette!question!doit!être!adressée!afin!de!préciser!
son! implication! ou! pas! dans! ce! mécanisme! de! neurodégénérescence.! Pour! comprendre! le!
mécanisme! mis! en! jeu! chez! les! souris! OPA1+/Z! lors! de! leur! vieillissement,! de! nombreuses! autres!
expériences!sont!à!envisager.!En!effet,!les!premières!atteintes!de!la!vision!sont!détectées!à!partir!du!
13ème! mois! chez! la! souris! mutante! et! s’accentuent! jusqu’au! 24ème! mois! (Alavi! et! al.! 2007).! Ainsi,!
caractériser!l’homéostasie!redox!dans!des!souris!âgées!permettrait!de!mieux!comprendre!la!cause!de!
la! dégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine,! voire! d’appréhender! les! autres!
symptômes!extra=oculaires,!comme!les!problèmes!locomoteurs!observés!à!21!et!22!mois!(Alavi!et!al.!
2009).!De!même,!analyser!le!statut!antioxydant!et!le!métabolisme!oxydatif!chez!les!souris!jeunes!et!
au! stade! embryonnaire! fournirait! des! pistes! essentielles! pour! comprendre! la! mise! en! place! de! la!
maladie!de!l’ADOA=1.!
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Le!statut!antioxydant!de!certains!patients!atteints!d’ADOA;1!est!affecté!
Comme!dans!nos!modèles! cellulaires! et! animaux,! la! perte! de! fonction!d’OPA1,! induite! par!
des!mutations!chez!les!patients,!serait!responsable!de!la!mise!en!place!d’un!état!pro=oxydant!au!sein!
de!la!cellule.!Malgré!la!faible!cohorte!de!patients!dont!nous!disposons!au!laboratoire,!nous!avons!pu!
mettre! en! évidence! trois! groupes! d’individus! :! 1)! une! population! qui! présente! des! défenses!
antioxydantes!activées,!tout!comme!dans!nos!modèles!cellulaires,!2)!des!personnes!qui!expriment!un!
niveau! d’enzymes! détoxifiantes! comparable! au! groupe! contrôle! et! 3)! un! groupe! qui! présente! des!
réponses! antioxydantes! très! faibles,! notamment! SOD1! et! SOD2.! D’après! ces! résultats,! nous!
proposons! des! approches! thérapeutiques! ciblées! pour! les! patients.! En! effet,! l’ensemble! de! mes!
travaux!de!thèse!a!permis! le!dépôt!d’un!brevet!européen!le!27!mars!2014!(n°EP14305448)!nommé!
ANTIOCHE!(Les!défenses!antioxydantes,!nouveau!marqueur!de!pronostic!et!cibles!thérapeutiques!de!
l’ADOA=1)! ou!«!Method,! process! and! kit! for! prognosis! of!OPA1! gene!or!OPA1=gene!product=deficit!
induced! diseases!».! Nous! proposons! aux! industries! pharmaceutiques! de! développer! un! «!kit!»!
pronostic!permettant!de!déterminer!le!niveau!des!défenses!antioxydantes!et!l’activité!de!l’aconitase!
(témoin!des!EAO! intra=mitochondriaux)! chez! les!patients!atteints!d’ADOA=1!à!partir!de!biopsies!de!
peau!ou!de!prélèvements!buccaux!ou!sanguins.!Ces!données!peuvent!être!comparées!aux!résultats!
obtenus! chez! des! volontaires! sains! au! même! âge! que! le! patient! ou! au! patient! lui! même,! si! des!
analyses! ont! été! effectuées! auparavant.! J’ai! pu! réaliser! différents! tests! (nombre! de! cellules,!
concentration!de! l’échantillon…)!pour!déterminer! l’activité!de! l’aconitase! in&vitro! (Kit!Biomérieux)!à!
partir! de! fibroblastes! issus! de! peau! de! patients! ou! de! volontaires! sains,!mais! sans! aucun! résultat!
exploitable!jusqu’à!présent.!Le!kit!que!nous!utilisons!couramment!au!laboratoire!ne!semble!pas!être!
efficace! pour! la! mesure! de! l’activité! de! l’aconitase.! Nous! suggérons! donc! que! certaines!mises! au!
point!doivent!être!réalisées!pour!déterminer!les!conditions!(ou!le!kit)!optimales!pour!réaliser!ce!type!
de!dosage.!
Ainsi! en! fonction! des! résultats,! différentes! stratégies! sont! à! envisager.! Si! le! patient! se!
présente!dans! le! cas!de! figure!1),! ses!défenses!antioxydantes! sont! capables!de! répondre!au! stress!
endogène!(la!perte!de!fonction!d’OPA1)!et!aux!stimuli!exogènes!(UVs,!hypoxie).!Nous!proposons!tout!
de!même!un!suivi!de!ces!personnes!et!un!traitement!préventif!à!base!de!molécules!antioxydantes.!
De!même,! pour! les! personnes! qui! se! comportent! comme! le! groupe! 2)! et! qui! ont! une! activité! de!
l’aconitase! comparable! au! groupe! contrôle,! il! n’est! pas! nécessaire! d’entamer! une! thérapeutique!
antioxydante!à!ce!moment!là.!Toutefois,!si!l’activité!de!l’aconitase!dans!ce!cas!de!figure!est!diminuée,!
un!traitement!à!l’aide!de!molécules!antioxydantes!«!directes!»!(piégeurs!d’EAO!comme!le!glutathion,!
la!vitamine!E,!la!vitamine!C)!ou!«!d’ARE!inducers!»!à!visée!«!indirecte!»!(curcuminoïdes!qui!activent!la!
voie!de!NRF2)!doit!être!proposé.!Enfin,!le!groupe!3)!est!à!surveiller!préférentiellement.!En!effet,!si!les!
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défenses!antioxydantes!basales!sont!faibles,!ces!individus!doivent!suivre!un!traitement!approprié.!Or,!
pour!prescrire!une!molécule!thérapeutique,!nous!devons!comprendre!l’origine!du!problème.!En!effet,!
dans!notre!cas!de!figure,!ce!sont!les!enzymes!SOD1!et!SOD2!qui!sont!faibles!chez!les!quatre!mêmes!
patients.!Les!cellules!de!patients!peuvent=elles! induire!ces!enzymes!après!une!activation!de! la!voie!
NRF2!par!des!«!ARE!inducers!»!?!Sinon,!nous!pouvons!proposer!d’analyser!les!gènes!codants!SOD1!et!
SOD2!par!un!séquençage!:!sont=ils!des!gènes!modificateurs!chez!ces!individus!?!Si!tel!est!le!cas,!il!est!
inutile!d’activer!la!voie!de!NRF2!car!la!transactivation!de!ces!gènes!ne!sera!pas!suffisamment!efficace!
pour! tamponner! les! radicaux! libres.! Ainsi,! une! thérapeutique! avec! des! molécules! antioxydantes!
«!directe!»! serait! plus! appropriée.! De! plus,! 3! des! 4! patients! analysés! présentent! un! syndrome!
«!ADOA=1! plus!»! avec! des! atteintes! extra=oculaires! comme! une! ataxie! ou! une! surdité.! Les! gènes!
modificateurs,!comme!SOD1!ou!SOD2,!peuvent!constituer!un!facteur!aggravant!de!la!maladie,!ce!qui!
encourage!d’autant!plus!la!recherche!de!ces!gènes.!L’équipe!prévoit!à!court!terme!de!collaborer!avec!
le!Pr!Pascal!Reynier,!au!CHU!d’Angers,!pour! le!séquençage!des!gènes!candidats!à!partir!d’une!plus!
grande! cohorte! de! patients! atteints! d’ADOA=1.! Nous! pouvons! également! considérer! que! NRF2!
pourrait! être! un! gène! modificateur! de! sévérité.! En! effet,! des! résultats! préliminaires! sur! la!
translocation!de!NRF2! chez! ces!4!patients! indiquent!que! le!pourcentage!de! cellules!présentant!un!
marquage!nucléaire!du!facteur!de!transcription!est! inférieur!aux!cellules!contrôles!chez! l’un!de!ces!
patients.!
Pour!une!partie!des!patients!que!nous!avons!analysés!(groupe!3)!qui!ont!entre!10!et!30!ans,!
nous!pouvons!suggérer!que!les!cellules!présentent!des!signaux!de!vieillissement!précoce!comme!en!
témoignent!les!défenses!antioxydantes!faibles!(Mammucari!and!Rizzuto!2010;!Sohal!and!Orr!2012).!
J’ai!pu!réaliser!plusieurs!tests!de!dosage!de!l’activité!de!l’aconitase,!pour!déterminer!indirectement!la!
production! d’anion! superoxyde! dans! la! mitochondrie,! mais! sans! succès.! Pour! obtenir! plus!
d’information! sur! le! statut! redox! de! ces! cellules,! l’utilisation! des! sondes! roGFPs! pourrait! être! plus!
appropriée!(Lukyanov!and!Belousov!2014).!!
Enfin,!les!effets!bénéfiques!de!la!voie!de!signalisation!de!NRF2!ont!fait!l’objet!de!nombreuses!
études!notamment! sur! des!modèles! in& vitro&ou& in& vivo&de!maladies! neurodégénératives! comme! la!
maladie!d’Alzheimer!et!de!Parkinson!(Gan!and!Johnson!2013;!Takaya!et!al.!2012;!De!Vries!et!al.!2008).!
Nous!proposons!que!l’utilisation!d’«!ARE!inducers!»!capables!d’activer!la!voie!de!NRF2!constituerait!
une!stratégie!thérapeutique!pour!les!patients!atteints!d’ADOA=1.!De!nombreuses!molécules!ont!été!
répertoriées! telles! que! le! curcumin! ou! les! dérivés! curcuminoïdes! (Eckert! et! al.! 2013;! Gupta! et! al.!
2013;!Jeong!et!al.!2009)!qui!ont!été!utilisés!dans!des!essais!cliniques!pour!de!nombreuses!pathologies!
comme!les!cancers!(pancréas,!colorectal,!prostate),!les!maladies!inflammatoires!ou!le!diabète!(Eckert!
et!al.!2013;!Gupta!et!al.!2013;!Jeong!et!al.!2009).!De!façon!surprenante,!un!travail!très!récent!montre!
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l’implication!de!NRF2!dans!un!phénomène!d’amplification!du!stress!oxydant!dans!les!cellules!murines!
NIH! 3T3! ou! des! fibroblastes! humains! (Zucker! et! al.! 2014).! En! effet,! des! traitements! oxydatifs! très!
puissants! par! des! radicaux! oxygénés! ou! agents! chimiques! (peroxyde! d’hydrogène,! étoposide,!
paraquat)!induisent!la!voie!de!signalisation!de!NRF2!directement!responsable!de!la!transcription!de!
Klf9!(Kruppel=like!factor!9),!une!protéine!impliquée!dans!l’accumulation!des!EAO!et!par!conséquent!
dans! la! mort! cellulaire! (Mannava! et! al! 2012;! Zucker! et! al.! 2014).! Ainsi,! les! doses! des! molécules!
antioxydantes! à! visées! indirectes! (par! la! voie! de! NRF2)! doivent! être! très! surveillées! pour! leur!
utilisation!chez!les!patients!atteints!d’ADOA=1!ou!d’autres!maladies!neurodégénératives.!
!
L’identification des partenaires d’OPA1 permet une relecture de ses 
(dys)fonctions 
De!nombreuses!mises!au!point!ont!été!réalisées!afin!de!permettre!une!analyse!correcte!de!
l’échantillon!par!un!spectromètre!de!masse!de!type!Orbitrap.!Nous!avons!donc!choisi!de!réaliser!des!
enrichissements! mitochondriaux! à! partir! de! neurones! corticaux! matures! et! fonctionnels,!
d’immunoprécipiter! la!protéine!OPA1!et! ses!partenaires,!et!de!déposer! le! contenu!de! l’échantillon!
dans! un! gel! SDS=PAGE! afin! d’obtenir! une! meilleure! séparation! des! candidats! selon! leur! masse!
moléculaire.!L’expérience!a!été!répétée!3!fois!à!l’identique.!!
Les! résultats!des!expériences!de!protéomique!ouvrent!de!nouvelles!pistes!d’études!pour! la!
compréhension!des!fonctions!d’OPA1!et!permettent!donc!d’appréhender!au!mieux!ses!dysfonctions.!
Certaines!protéines!identifiées!par!cette!approche!ont!été!précédemment!décrites!dans!la!littérature!
et!ne!feront!donc!pas!l’objet!de!nos!recherches!par!la!suite,!comme!les!Mitofusines!1!et!2!(Guillery!et!
al.!2008)!ou! la!Mitofiline!(Darshi!et!al.!2011).!De!plus,!nous!avons!également!relevé! la!présence!de!
différentes!sous=unités!des!complexes!I!(NDUS1),!III!(Core!1),!IV!(COX2)!et!V!(β,!γ,!δ,!O)!de!la!chaîne!
respiratoire.! Zanna! C.! et! collaborateurs! ont! montré! une! intéraction! d’OPA1! avec! les! sous=unités!
NDUFA9!(complexe! I),!une!sous=unité!de!70kDa!(complexe! II)!et! la!sous=unité!Core!2! (complexe! III)!
dans!des!extraits!issus!de!fibroblastes!humains!(Zanna!et!al.!2008).!Nous!ne!détectons!donc!pas!les!
mêmes! sous=unités! que! dans! cette! étude! mais! nous! pouvons! nuancer! cette! différence! car! nous!
avons! identifié! la!plupart!des!sous=unités!des!complexes!seulement!dans!une!des!trois!expériences!
de!protéomique.!
Les! trois! expériences! de! protéomique! nous! ont! permis! d’identifier! deux! nouveaux!
partenaires! potentiels! d’OPA1!:! l’aconitase! et! l’Hexokinase! 1! (HK1).! La! mise! en! évidence! de! la!
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présence!de!l’aconitase!dans!un!macro=complexe!avec!OPA1!renforce!le!lien!déjà!démontré!entre!la!
dynamine! et! le! métabolisme! oxydatif,! car! cette! enzyme! a! un! rôle! clé! dans! le! cycle! de! Krebs.! La!
présence!d’OPA1!ne!semble!pas!nécessaire!pour!la!stabilité!de!l’enzyme!car!la!quantité!de!l’aconitase!
est! stable! dans! les! cellules! HeLa! et! les! neurones! invalidés! pour! OPA1.! Néanmoins,! dans! ces!
conditions,! l’activité!de! l’enzyme!est!diminuée.!Cette!diminution!se! justifie!principalement!par!une!
oxydation! de! l’enzyme! par! l’anion! superoxyde! produit! au! niveau! de! la! chaîne! respiratoire!
mitochondriale,! comme! en! témoigne! la! littérature! (Koo! et! al.! 2005;! Tretter! et! al.! 2011).! Nous!
retrouvons!également!dans!une!des!trois!expériences!la!malate!déshydrogénase,!une!autre!enzyme!
du!cycle!de!Krebs,!comme!intéractant!potentiel!d’OPA1.!L’activité!de!cette!enzyme!n’est!pas!affectée!
par!la!diminution!de!la!quantité!d’OPA1!dans!les!cellules!HeLa.!Ainsi,!la!perte!d’OPA1!ne!semble!pas!
perturber!la!stabilité!de!ces!deux!enzymes!du!cycle!de!Krebs.!Une!autre!hypothèse!concernant!le!lien!
entre! OPA1! et! l’aconitase! vient! du! modèle! levure.! En! effet,! des! travaux! réalisés! par! Chen! XJ! et!
collaborateurs! ont!montré! l’interaction! entre! l’aconitase! et! l’ADN!mitochondrial! (simple! et! double!
brins)!dans!la!levure!S.&Cerevisiae,!de!façon!indépendante!de!l’activité!catalytique!de!l’enzyme!(Chen!
et!al.!2007;!Chen!et!al.!2005).!Le!rôle!de!l’aconitase!dans!le!maintien!du!génome!mitochondrial!n’a!
jamais!été!montré!dans!des!cellules!de!mammifères! jusqu’à!présent,!mais!nous!pouvons!envisager!
un!mécanisme!similaire!chez!les!eucaryotes!supérieurs.!En!effet,!l’interaction!d’OPA1!avec!l’aconitase!
pourrait!être!en! lien!avec!son!rôle!dans! le!maintien!de! l’ADN!mitochondrial!(Elachouri!et!al.!2011).!
Nous! proposons! de! réaliser! des! ChiP=seq! (Chromatine! ImmunoPrecipitation! followed! by!massively!
parallel!sequencing)!sur!l’ADN!mitochondrial,!comme!cela!a!déjà!été!réalisé!avec!la!protéine!TFAM,!à!
partir!d’extraits!de!cellules!HeLa!(Wang!et!al.!2013).!En!effet,!nous!pourrions!récupérer! la!protéine!
OPA1!ou! l’aconitase!avec!des!anticorps!de!bonne!qualité!et!vérifier! le! site!de! liaison!à! l’ADN,! si! ce!
dernier!a!été!immunoprécipité.!!
! Comme!nous! l’avions!exposé!précédemment,! la!présence!d’OPA1!dans!un!macro=complexe!
comprenant!la!Mitofiline!a!déjà!été!démontrée!par!co=immunoprécipitation!dans!des!cellules!HEK293!
(Darshi!et!al.!2011).!Le!rôle!de!la!protéine!OPA1!dans!la!jonction!des!crêtes!peut!être!en!lien!direct!
avec! le! complexe! MINOS! (Mitochondria! Inner! Membrane! Organizing! System)! dont! la! protéine!
Mitofiline!est!un!des!constituants!majeurs! (Bohnert!et!al.!2012).!De!plus,!MINOS! interagit!avec! les!
machineries! d’import! des! protéines!mitochondriale! TOM!et! SAM.!Nous! avons! également! retrouvé!
dans! notre! analyse! de! protéomique! les! protéines! TOM70! et! SAM50.! Ces! données! suggèrent!
fortement! qu’OPA1! pourrait! s’associer! avec! le! complexe! MINOS! par! ses! interactions! avec! les!
partenaires!cités.! L’implication!d’OPA1!dans!ce!complexe!permettrait! (i)! la! structuration!des!crêtes!
mitochondriales,! un! rôle!déjà! attribué!à! la! dynamine!et! (ii)! la! régulation!de! l’import!des!protéines!
mitochondriales!qui!pourrait!être!une!toute!nouvelle!fonction!de!la!dynamine.!!
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! Nous!avons!pu!retrouver!dans!2!des!3!expériences!de!protéomique!la!sous=unité!β!de!l’ATP!
synthase!et!dans!l’expérience!3,!trois!autres!sous=unités!(γ,!δ!et!OSCP).!D’après!les!résultats!obtenus!
dans!les!cellules!HeLa!et!les!neurones,!la!quantité!de!la!sous=unité!γ!(ATP5C1)!n’est!pas!affectée!par!
la!diminution!d’OPA1!par! interférence!à! l’ARN.!Ainsi,! l’interaction!entre!OPA1!et! l’ATP!synthase!ne!
semble! pas! être! nécessaire! pour! la! stabilité! de! l’enzyme!mais! pourrait! être! importante! pour! son!
oligomérisation.! En! effet,! la! perte! d’OPA1! induirait! une! déstabilisation! des! homocomplexes! d’ATP!
synthase! de!manière! indirecte,! par! la! déstructuration! des! crêtes,! et/ou! par! la! perte! d’interaction!
«!directe!»! entre! la! dynamine! et! l’enzyme.! La! dimérisation! ou! oligomérisation! de! l’ATP! synthase! a!
déjà!été!décrite!comme!essentielle!dans!la!courbure!de!la!membrane!interne!et!la!jonction!des!crêtes!
(Allen!et!al.!1995;!Paumard!et!al.!2002;!Thomas!et!al.!2008;!Wagner!et!al.!2010).!Nous!pouvons!donc!
proposer! que! l’interaction! entre! OPA1! et! l’ATP! synthase! formerait! un! nouveau! complexe! multi=
protéique!nécessaire!à!la!jonction!des!crêtes!mitochondriales,!indépendamment!de!MINOS.!!
! La! troisième! protéine! retrouvée! dans! les! 3! expériences! de! protéomique! est! l’Hexokinase! I!
(HK1)!qui!phosphoryle!le!glucose!en!Glc=6=P.!L’hexokinase,!qui!constitue!donc!la!première!enzyme!de!
la!glycolyse,!est!présente!sous!4! isoformes,!HK1!étant! l’isoforme!neuronale.!75!à!90!%!de!l’enzyme!
est!associée!à!la!membrane!externe!des!mitochondries,!le!reste!est!cytosolique!(Lynch,!Fogarty,!and!
Fay! 1991).! Cette! enzyme! interagit! avec! VDAC1,! un! canal! de! la!membrane! externe!mitochondriale!
(Rosano!2011).!De!plus,!cette!interaction!est!sensible!au!statut!métabolique!de!la!cellule!et!varie!en!
fonction!du!taux!de!glucose!disponible!(Hutny!and!Wilson!2000;!Lynch!et!al.!1991).!En!présence!de!
glucose,! HK1! est! lié! à! VDAC,! qui! lui! même! interagit! avec! le! canal! ANT! (Adenine! Nucleotid!
Translocator)!(Regenold!et!al.!2012).!Ce!multi=complexe!permet!un!meilleur!rendement!énergétique!
pour!la!cellule!car!l’ATP!produit!par!la!phosphorylation!oxydative!est!exporté!de!la!mitochondrie!via&
l’association! des! canaux! ANT/VDAC1,! puis! utilisé! par! HK1! pour! phosphoryler! le! glucose.! Ainsi,! les!
produits!de!cette!réaction,!le!Glc=6=P!et!l’ADP,!sont!respectivement!utilisés!pour!la!glycolyse!et!pour!
la!phosphorylation!oxydative.!Nous!avons,!de!plus,! identifié! les!protéines!VDAC1,!2!et!3,! ainsi!que!
l’ANT2!dans!une!des!trois!expériences!d’interactome.!Ces!résultats,!qui!restent!à!valider,!suggèrent!
un! rôle! prépondérant! d’OPA1! dans! ce! complexe! multi=protéique.! De! plus,! j’ai! pu! confirmer! la!
présence!d’HK1!après! immunoprécipitation!d’OPA1! (n=3).! Sachant!qu’OPA1!est!une!protéine!de! la!
membrane!interne!et!que!l’hexokinase!1!n’est!présente!à!la!membrane!externe!mitochondriale!que!
par! son! interaction! avec! VDAC1,! nous! n’envisageons! pas! une! association! directe! entre! les! deux!
protéines.! Clairement,! des! protéines! «!intermédiaires!»! permettent! cette! interaction,! et! nous!
supposons! que! ANT! et! VDAC! pourraient! remplir! ce! rôle.! De! plus,! nous! avons! réalisé! une! analyse!
«!Ingenuity! Pathway! Analysis!»! (logiciel! Ingenuity)! entre! OPA1! et! l’Hexokinase! 1! qui! suggère! une!
intéraction! fonctionnelle! entre! ces!deux!protéines! et!VDAC1.!De!nombreuses! autres!protéines!ont!
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été! proposées! comme! ayant! des! liens! entre! nos! deux! partenaires! et! pourraient! aider! à! la!
compréhension!de!la!mécanistique!intracellulaire!qui!découle!de!cette!association!en!multi=complexe.!!
Si! l’existence! de! ce! multi=complexe! est! caractérisée,! quel! est! l’intérêt! fonctionnel! d’une! telle!
organisation!?! La! présence! d’OPA1!pourrait! permettre! de! coupler! la! glycolyse,! par! son! association!
avec!HK1,!au!métabolisme!oxydatif!mitochondrial,!par!son!impact!sur!la!phosphorylation!oxydative,!
comme!nous!l’avons!précédemment!décrit.!
L’ensemble! de! ce! travail,! bien! que! préliminaire,! met! en! avant! l’intérêt! d’analyser! les!
partenaires!d’OPA1!pour!comprendre!sa!fonction!au!sein!du!métabolisme!oxydatif!et!de!la!jonction!
des!crêtes.!De!plus,!de!nouvelles!fonctions!pourraient!être!attribuées!à!la!dynamine!comme!son!rôle!
bien!qu’indirect,!dans!la!glycolyse.!
!
La maturation neuronale est affectée suite à la diminution de la 
protéine OPA1 
La!morphologie!globalement!filamenteuse!des!mitochondries!que!nous!retrouvons!dans!des!
neurones!ex&vivo!a!déjà!été!mise!en!évidence!dans!différents!types!de!neurones!en!culture!et!in!vivo&
dans!diverses!structures!cérébrales!(Chang!and!Reynolds!2006;!Li!and!Schild!2007;!Popov!et!al.!2005;!
Uo! et! al.! 2009;! Voccoli! and! Colombaioni! 2009).! Les! observations! réalisées! pour! ce! travail! se! sont!
limitées! dans! un! premier! temps! aux! zones! proximales! des! dendrites.! Grâce! à! l’utilisation! de!
chambres!de!culture!microfluidiques,!mises!en!place!depuis!peu!au!laboratoire,!nous!analyserons!la!
morphologie!et! le! fonctionnement!des!mitochondries!dans! le!compartiment!axonal.!En!effet,!cette!
technologie!permet!d’ensemencer!les!neurones!dans!une!chambre,!leurs!axones!pouvant!s’engager!
dans!des!canaux!aboutissant!à!une!seconde!chambre!qu’ils!colonisent!(Kilinc!et!al.!2010;!Magnifico!et!
al.!2013).!L’analyse!du!chondriome!spécifique!des!axones!offre!un! lien!direct!avec! la!pathologie!de!
l’ADOA=1.! En! effet,! les! patients! atteints! de! cette! rétinopathie! présentent! principalement! une!
neurodégénérescence! des! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (CGR).! Ces! neurones! ont! une!
morphologie! particulière! car! ils! présentent! de! longs! axones,! avec! une!partie! coudée! au! niveau!du!
nerf! optique! et! une! zone! démyélinisée,! qui! pourrait! participer! à! l’étiologie! de! cette! pathologie!
(Carelli!et!al.!2004).!Dans!nos!conditions,!l’extinction!de!la!protéine!OPA1!dans!les!neurones!corticaux!
provoque,!comme!attendu,! la! fragmentation!des!mitochondries! (Griparic!et!al.!2004;!Olichon!et!al.!
2003;! Song! et! al.! 2007).! La!masse!des!mitochondries! est! altérée!dans! tous! les! compartiments! des!
neurones!transfectés!par!les!siOPA1!(dendrites!et!axones).!
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Comme! dans! notre!modèle! de! culture! primaire! de! neurones! ex& vivo,! l’hyperfilamentation!
transitoire! des! mitochondries! au! cours! de! la! maturation! précède! un! processus! de! différentiation!
dans! de! nombreux! types! cellulaires! tels! qu’une! lignée! de! neuroblastes! immortalisés! (Voccoli! and!
Colombaioni! 2009),! des! myoblastes! (De! Palma! et! al.! 2010),,! des! cellules! souches! embryonnaires!
(Chang! and!Reynolds! 2006)! ,! et! des! neurones! (Wilkerson! and! Sankar! 2011),.! Ainsi,! la!morphologie!
fusionnée! des!mitochondries! pourrait! être! un! critère! de! différentiation! cellulaire,! phénomène! qui!
requiert!des!changements!métaboliques!comme!une!augmentation!de! la!production!d’ATP!(Gomes!
and!Scorrano!2011).! La!perte!de! la!protéine! fusogène!OPA1!entraîne!par! conséquent! l’absence!du!
phénomène!d’hyperfilamentation!transitoire!dans!les!neurones!corticaux!ex&vivo.&Ainsi,!un!défaut!de!
maturation! neuronale! se! met! en! place! comme! en! témoigne! l’altération! de! la! synaptogenèse!
observée!au!9ème!et!12ème!jour!de!culture!des!neurones!invalidés!pour!OPA1.!En!effet,!la!diminution!
d’OPA1! induit! une! réduction! de! la! quantité! de! protéines! spécifiques! des! éléments! pré=! et! post=
synaptiques! et! une! diminution! du! nombre! de! synapses.! Ceci! suggère! un! rôle! de! la! protéine!OPA1!
dans!le!processus!de!synaptogenèse.!De!plus,!l’extinction!d’OPA1!induit!un!retard!de!la!mise!en!place!
de! l’arborescence!dendritique,! significatif! dès! le! 9ème! jour! de! culture.!Nos! résultats! sont! en! accord!
avec!des!travaux!qui!montrent!que!l’inactivation!de!DRP1!in&vitro&ou&in&vivo&(souris&DRP1+/Z)&provoque!
une! diminution! du! nombre! de! synapses! et! également! du! nombre! d’épines! dendritiques! (Li! et! al.!
2008;!Li!et!al.!2004;!Wang!et!al.!2009;!Ishihara!et!al.!2009).!Une!autre!étude!met!en!évidence!que!la!
surexpression!d’une!forme!mutée!dominante!négative!de!DRP1!dans!des!neurones!hippocampiques!
en!culture!primaire,!n’interfère!pas!avec!la!croissance!neuritique!mais!influence!la!synaptogenèse!(Li!
et!al.!2004).!De!plus,!une!diminution!de!chacun!des!acteurs!de!la!dynamique!mitochondriale,!excepté!
FIS1,! entraîne! une! diminution! du! nombre! d’épines! dendritiques! dans! des! neurones! corticaux! en!
culture!primaire!(Wang!et!al.!2009).!!
De! façon! concomitante! avec! le! pic! d’hyperfilamentation! transitoire! des! mitochondries,! le!
potentiel! de!membrane!mitochondrial! augmente,! en! association! avec! une! élévation! transitoire! du!
taux!intracellulaire!d’EAO!et!la!translocation!au!noyau!du!facteur!de!transcription!NRF2.!Dans!notre!
modèle! cellulaire,! l’augmentation! du! taux! d’EAO! serait! en! aval! de! l’hyperfilamentation,! démontré!
par! l’absence! d’effet! du! traitement! antioxydant! à! DIV6! sur! la! morphologie! mitochondriale.! Nous!
proposons! donc! que! l’hyperfilamentation! induit! une! augmentation! transitoire! de! l’activité! de! la!
chaîne! respiratoire,! comme!en! témoigne! l’augmentation!du!potentiel!de!membrane,!et!donc!de! la!
quantité!d’EAO.!Sachant!que!les!EAO!peuvent!agir!comme!des!seconds!messagers,!il!n’est!pas!rare!de!
les! retrouver! en! amont! d’une! voie! de! signalisation! responsable! de! la! différenciation! neuronale!
(Prozorovski!et!al.!2008;!Suzukawa!et!al.!2000;!Tsatmali!et!al.!2005).!Cette!signalisation!pourrait!être!
responsable!de!l’activation!de!la!voie!du!facteur!de!transcription!NRF2!(Min!et!al.!2011),!déjà!montré!
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comme!important!dans!la!différenciation!neuronale!dans!des!souris!déficientes!pour!le!gène!NRF2!et!
des! lignées! cellulaires! PC12! (Kosaka! et! al.! 2010;! Zhao! et! al.! 2009).! L’hyperfilamentation!
mitochondriale!transitoire!dans!des!neurones!ex&vivo!permettrait!la!mise!en!place!d’une!signalisation!
impliquant! NRF2! qui! pourrait! entraîner! la! maturation! des! neurones! par! l’induction! de! cibles! qui!
restent!à!caractériser,!comme!cela!a!déjà!été!démontré!dans! les!adipocytes!(Seo!and!Lee!2013)!ou!
les!ostéoclastes!(Kanzaki!et!al.!2013).!En!absence!de! la!dynamine!OPA1,! la!signalisation! induite!par!
l’hyperfilamentation!mitochondriale!serait!perdue.!!
Ainsi,!alors!que!DRP1!influence!la!mise!en!place!des!synapses!par!son!rôle!sur!la!distribution!
des!mitochondries!(Li!et!al.!2004),!l’effet!d’OPA1!pourrait!être!lié!à!une!perturbation!du!métabolisme!
oxydatif!mitochondrial!associé!à!un!défaut!de!distribution!de!la!masse!mitochondriale.!La!perte!de!la!
protéine!OPA1!modifierait!donc! le!processus!d’hyperfilamentation!entraînant!une!diminution!de! la!
phosphorylation! oxydative! se! traduisant! par! une! perturbation! de! la! signalisation! redox! et! de! la!
synaptogenèse.!!
!
Impacts de ces travaux sur la compréhension de la pathogenèse de 
l’ADOA-1 
Les!premières!observations!menées! sur! des!patients! atteints! de! la! pathologie!de! l’ADOA=1!
ont!décrit!une!altération!spécifique!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!(CGR).!La!découverte!plus!
récente! de! formes! syndromiques! de! cette! pathologie! a! permis! d’élargir! le! tableau! clinique! et! de!
révéler!des!atteintes!multiples!du!système!nerveux!central!comme!une!altération!du!nerf!auditif!et!
l’apparition!de! lésions! cérébrales!accompagnées,! chez! certains!patients,!de!problèmes!musculaires!
(Yu=Wai=Man!et!al.!2010).!Ainsi,!les!dysfonctions!d’OPA1!se!révèlent!cruciales!non!seulement!pour!les!
cellules!ganglionnaires!mais!également!pour!d’autres!types!cellulaires.!!
Nos! investigations! dans! des! modèles! cellulaires! (cellules! HeLa,! neurones,! fibroblastes! de!
patients)!et!animaux!(souris)!de!l’ADOA=1!on!permis!de!mettre!en!évidence!pour!la!première!fois!un!
mécanisme! moléculaire! et! cellulaire! commun.! En! effet,! la! perte! de! fonction! de! la! dynamine!
(interférence! à! l’ARN! ou!mutations! du! gène)! induit! un! défaut! de! l’activité! mitochondriale! et! une!
activation!des!défenses!antioxydantes,!principalement! impliquées!dans! la!voie!de!détoxification!de!
l’anion! superoxyde.! De! plus,! l’induction! d’un! stress! oxydatif! exogène! augmente! la!mort! cellulaire,!
probablement! par! l’incapacité! des! neurones! à! mettre! en! place! une! réponse! antioxydante!
supplémentaire.!La!dérégulation!de!l’homéostasie!redox!consécutive!à!la!diminution!d’OPA1!pourrait!
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être!responsable!des!défauts!de!maturation!neuronale,!notamment!de!la!synaptogenèse,!que!nous!
observons.!Nous!suggérons!donc!que!les!cellules!des!patients!atteints!d’ADOA=1!sont!dans!un!état!de!
vieillissement!précoce,!qui!pourrait!s’aggraver!au!fil!du!temps!et!de!l’environnement!(UVs,!hypoxie)!
et!être!responsable!de!la!neurodégénérescence!observée!chez!les!patients.!Les!neurones,!du!fait!de!
leur!morphologie!et!de!leur!forte!consommation!énergétique,!sont!plus!sensibles!à!des!dysfonctions!
mitochondriales,! comme! l’illustrent! les! nombreuses! maladies! neurodégénératives! associées! à! des!
défauts!mitochondriaux.! En! définitive,! la! compréhension! des! fonctions! d’OPA1!dans! la!maturation!
neuronale! et! la! régulation! de! l’homéostasie! redox! pourrait! aider! à!mieux! aborder! l’ADOA=1,!mais!
aussi! d’autres! rétinopathies! telles! que! la! maladie! de! Leber! (LHON)! ou! le! glaucome,! ou! des!
pathologies!neurodégénératives,!comme!la!maladie!de!Parkinson!ou!d’Alzheimer.!!
Enfin,!l’ensemble!des!résultats!que!j’ai!pu!générer!pendant!ma!thèse!servira!de!support,!en!
plus!des!données!de!la!littérature,!à!la!mise!en!place!d’un!projet!de!modélisation!mathématique!&de!
la!pathologie!de! l’ADOA=1!dans! l’équipe.!En!effet,!des!projets!de!modélisations!mathématiques!de!
pathologies! ont! déjà! été! réalisés! pour! la!maladie! de! Parkinson! (Poliquin! et! al.! 2013)! et! pour! des!
stratégies!thérapeutiques!pour!le!virus!du!SIDA!(Mhawej!et!al.!2008).!L’objectif!est!de!modéliser!un!
processus!intracellulaire!chez!les!patients!en!fonctions!de!plusieurs!paramètres!comme!la!respiration!
cellulaire,! la! production! d’ATP,! le! taux! d’EAO! intracellulaire,! l’activité! de! l’aconitase,! l’état! des!
défenses! antioxydantes! (quantités,! activités),! etc.! Ainsi,! en! fonction! des! atteintes! cellulaires,! nous!
pourrions! avoir! des! indications! sur! leurs! effets! dans! le! temps,! et! proposer! des! traitements!
individualisés.!
!
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CONCLUSION GENERALE 
!
Notre! travail! a! permis! de! confirmer! et! d’approfondir! les! mécanismes! par! lesquels!
l’inactivation!d’OPA1!induit!une!perturbation!du!métabolisme!oxydatif!mitochondrial!et!par!voie!de!
conséquence!un!déséquilibre!de!l’état!redox.!Nous!avons!montré!pour!la!première!fois!que!la!perte!
d’OPA1!induit!une!perturbation!de!la!réponde!antioxydante,!incapable!d’être!activée!lors!d’un!stress!
oxydatif!exogène.!De!plus,!nous!avons!pu!mettre!en!évidence!que!dans!les!différents!types!cellulaires!
modèles! de! l’ADOA=1! analysés! (cellules! HeLa! et! neurones),! la! voie! de! détoxification! de! l’anion!
superoxyde!semble!impliquée.!La!perte!d’OPA1!conduirait!donc!à!des!dysfonctions!de!l’homéostasie!
redox!:! les! cellules! sont! dans! un! état! pro=oxydant.! Ce! processus! pourrait! être! responsable! d’un!
vieillissement!cellulaire!précoce!qui,!à! terme,! induirait! la!dégénérescence!des!cellules!des!patients,!
principalement! les! cellules! ganglionnaires! de! la! rétine! (CGR).! En! effet,! ces! neurones! sont!
particulièrement!sensibles!à!des!troubles!de!l’apport!en!oxygène,!ont!un!axone!très!long!qui!possède!
une!partie!démyélinisée!et!qui!de!ce!fait,!demande!une!grande!quantité!d’énergie!pour!la!conduction!
du! message! nerveux.! En! plus! de! leur! sensibilité! à! un! défaut! métabolique,! ces! neurones! sont!
confrontés!à!des!agressions!extérieures!comme! les!UV!qui! sont! susceptibles!d’engendrer!un!stress!
oxydant! pouvant! entraîner! leur! dégénérescence! (Lenaers! et! al.,! 2009).! De! ce! fait,! l’association! de!
stress!oxydatifs!à!une!perturbation!de!l’état!redox!provoquée!par!la!diminution!de!la!quantité!de!la!
protéine! OPA1,! comme! nous! l’avons!montré,! devrait! conduire! les! neurones! à! la! dégénérescence.!
Mes! travaux! de! thèse! ont! donc! permis! le! dépôt! d’un! brevet! d’invention! pour! le! pronostic! et! la!
thérapeutique!de!l’ADOA=1.!
Grâce!à!l’étude!sur!des!modèles!cellulaires,!ces!travaux!ouvrent!des!pistes!de!compréhension!
des!mécanismes!moléculaires! induits!par! la!perte!d’OPA1.!Nous!proposons!à!présent!d’approfondir!
les!voies!métaboliques!mises!en! jeux!dans!un!organisme! intégré!que!sont! les! souris!modèles!de! la!
pathologie! de! l’ADOA=1.! De! plus,! nous! pouvons! étendre! les! mécanismes! moléculaires! que! nous!
avons! mis! en! avant! à! d’autres! maladies! neurodégénératives! qui! présentent,! au! cours! du!
vieillissement,! des! défauts! métaboliques! et! oxydatifs! de! la! mitochondrie.! De! plus,! l’analyse! de!
l’interactome! d’OPA1! révèle! de! nombreux! nouveaux! partenaires! qui! permettront! également! de!
préciser! les! rôles! de! la! protéine! dans! la! morphologie! et! les! fonctions! mitochondriales,! mais!
également!les!dysfonctions!retrouvées!dans!la!pathologie!de!l’ADOA=1.!
!  
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MATERIELS ET METHODES 
I. Culture Cellulaire 
I. 1. Culture et transfection de cellules HeLa 
Les! cellules! HeLa,! lignée! établie! d’un! adénocarcinome! du! col! utérin,! proviennent! de!
l’American&Type&Culture&Collection!(USA).!!
La!culture!cellulaire!
• Décongélation!des!ampoules!de!cellules!HeLa!
! Les! ampoules! de! cellules! sont! conservées! dans! un! container! à! azote! liquide.! Les! cellules!
congelées! sont! resuspendues! avec! du!milieu! Dulbecco’s!Modified! Eagle’s!Medium! 4,5! g/L! glucose!
(DMEM,! Invitrogen),! supplémenté! avec! du! sérum! de! veau! fœtal! (10! %)! et! des! antibiotiques!
(pénicilline! 100unités/mL! et! streptomycine! 0,1! mg/mL),! préalablement! chauffé! à! 37°C.! Puis! les!
cellules!sont!centrifugées!à!120!g!pendant!6!minutes!et!à!25°C.!Le!culot!cellulaire!est!repris!dans!du!
milieu! et! les! cellules! ont! été! placées! dans! une! boîte! de! pétri! de! 10cm! de! diamètre! (P100)! mise!
ensuite!à!l’incubateur!à!37°C!et!5!%!de!CO2.!
• Maintien!de!la!culture!
! A!70=80!%!de!confluence!maximum,!les!cellules!sont!rincées!dans!du!PBS!1X!et!décollées!avec!
400!µL! de! trypsine! pendant! 5!minutes! à! 37°C.! Puis! elles! sont! resuspendues! dans! du!milieu! chaud!
après! avoir! été! comptées! à! l’aide! d’une! cellule! de!Malassez.! Le! nombre! de! passages! des! cellules!
n’excède!pas!25.!
• Congélation!de!cellules!HeLa!
! Les!cellules!sont!décollées!à!l’aide!de!la!trypsine,!comptées!et!centrifugées!à!120!g!pendant!6!
minutes!à!25°C.!Le!culot!de!cellules!est!repris!dans!un!milieu!de!congélation!(90!%!de!sérum!de!veau!
fœtal! et! 10! %! DMSO).! Les! cellules! sont! ensuite!mises! dans! une! boîte! de! congélation! au! =80°C! et!
transférées!dans!de!l’azote!liquide.!
Transfection!de!cellules!HeLa!par!électrolocation!
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Les! cellules!HeLa!ont!été! transfectées!avec! le! kit!«!Cell! line!kit!R!»! (Amaxa)!par!des! siARNs!
contrôles!(D=001210=02,!Dharmacon!Research,!siContrôles)!ou!dirigés!contre!l’ARN!messager!d’OPA1!
(D=005273=03,! AAAGAAGGCUGUACCGUUA,! Dharmacon! Research,! siOPA1)! en! suivant! les!
recommandations! des! fournisseurs! (1,5! µg! de! siARN! pour! 1! million! de! cellules)! et! en! utilisant! le!
programme!I=013.!!
!
I. 2. Culture de fibroblastes humains 
Les!fibroblastes!sont!issus!de!biopsies!de!peau!de!personnes!saines!(contrôles)!ou!de!patients!
atteints! d’ADOA=1.! Ces! cellules! proviennent! d’un! don! de! l’équipe! du! Pr! Pascal! Reynier! du! CHU!
d’Angers.!
La!culture!cellulaire!
Les! conditions! de! culture! des! fibroblastes! de! patients! sont! les!mêmes! que! celles! utilisées!
pour!les!cellules!HeLa.!Toutefois,!le!nombre!de!passages!de!ces!cellules!n’excède!pas!15.!
!
I. 3. Culture primaire et transfection de neurones corticaux embryonnaires de 
rats (E17) 
Les!neurones! corticaux! sont!prélevés! sur!des!embryons!au! stade!E17! issus!de! rates!Wistar!
gestantes.!Les!animaux!sont!maintenus!dès!leur!arrivée!dans!une!pièce!éclairée!12!heures!par!jour,!à!
la!température!de!22°C!et!disposent!d’eau!et!de!nourriture!à!volonté.!
La!culture!cellulaire!
• Recouvrir!les!boîtes!de!culture!24h!avant!la!mise!en!culture!des!cellules!
! Pour! permettre! l’adhérence! des! neurones,! les! boîtes! de! culture! sont! incubées! avec! de! la!
poly=D=lysine!(Sigma,!PM!30000=70000,!P7280)!diluée!à!la!concentration!de!1X!final!dans!du!PBS!1X.!
• Dissection!des!embryons!
Les! rates! sont! anesthésiées! par! injection! intra=péritonéale! de! pentobarbital! sodique! (100!
mg/kg).! L’abdomen! est! incisé,! les! deux! cornes! utérines! sorties! puis! les! sacs! vitellins! extraits.! Les!
fœtus!sont!prélevés,!les!têtes!sectionnées!et!rincées!dans!du!PBS=glucose!(6!g/L)!à!4°C.!La!dissection!
                                                                                                                             Matériels et Méthodes 
! 183!
des!cortex!est!effectuée!sous!loupe!binoculaire!dans!du!PBS=glucose!(6!g/L)!à!4°C!puis!les!cortex!sont!
transférés!dans!une!quantité!minimale!de!PBS!à!4°C!(environ!10!cortex!par!tube!Falcon!15!mL).!
• Mise!en!culture!
Une! dissociation! enzymatique! du! tissu! est! réalisée! à! l’aide! d’une! solution! de! papaïne!
(10U/mL)! dans! du! PBS! 1X! pendant! 15!minutes! à! 37°C,! sans! agitation.! La! réaction! est! stoppée! par!
addition! d’une! solution! de! DNAse! (200U/mL)! et! de! B27! (1X)! dans! du! PBS=glucose,! 5! minutes! à!
température!ambiante.!A! l’aide!d’une!pipette,!une!dissociation!mécanique!est!réalisée!grâce!à!une!
dizaine! d’«! aller=retour! ».! La! suspension! cellulaire,! une! fois! trouble,! est! filtrée! (filtres! 70! µM)! puis!
déposée!sur!coussin!de!BSA!stérilisée!par!des!filtres!de!20!µM!(80!mg/mL!repris!dans!du!Neurobasal)!
et!centrifugée!à!120!g!pendant!10!minutes!à!température!ambiante.!Chaque!culot!est!repris!dans!5!
mL!milieu!complet.!!
Avant!ensemencement,! les!boîtes!de!cultures!préalablement!recouvertes!avec!de!la!poly=D=
lysine! sont! rincées! avec! du! PBS! 1X.! Les! cellules! sont! comptées! avec! une! cellule! de! Malassez,!
ensemencées! à! 400! 000! cellules! par! mL! (600! 000! cellules! par! boîte! P35)! et! placées! dans! un!
incubateur!à!37°C!et!5!%!de!CO2.!
• Les!solutions,!milieux!et!réactifs!
=!PBS!sans!Ca2!+!Mg2!+!(Eurobio!CS1PBS01=01)!
=!D=(+)=Glucose!45!%!(Sigma!G8769,!450!g/L)!
=!Papaïne!(Sigma,!P4762)!
=!DNAse!(Invitrogen,!18047=019,!200U/mL)!
=!BSA!(culture!grade,!Sigma!A8806=5!g)!
Milieu!de!culture!:!
=!Neurobasal!A=25!(Invitrogen,!10888=022)!
=!Antibiotiques!(Penicillin/Streptomycin!10000U/mL,!SigmaP0781)!
=!Antifongique!(Fongizone!250U/mL,!Invitrogen!15290=50!mL)!
=!Acide!L!lactique!(Sigma!L1750),!0,9!mg/mL!H2O!final!
=!B27!serum=free!supplement!50x!(Invitrogen,!17504=44)!
=!Glutamine!1!mM!final!(Invitrogen!25030=024)!
Transfection!des!neurones!par!électrolocation!
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Les!neurones!sont!transfectés!avec!le!kit!«!Rat!Neurons!»!(Amaxa)!par!des!siARNs!contrôles!
(D=001210=02,! Dharmacon! Research,! siContrôle)! ou! dirigés! contre! l’ARN! messager! d’OPA1! (D=
086996=02,! GAUUGUGCCUGACUUUAUA,! Dharmacon! Research,! siOPA1)! en! suivant! les!
recommandations!des!fournisseurs!et!en!utilisant!le!programme!G=013.!Cinq!millions!de!cellules!sont!
transfectées!avec!3!µg!de!si!et!réparties!après!électrolocation,!et!ajout!de!500!µL!de!milieu!chaud,!
dans!3!boites!P35!et!mises!à!l’incubateur!à!37°C,!5!%!CO2.!La!moitié!du!milieu!de!culture!est!changé!
2h!minimum!après!transfection.!
!
II. Dissections et microdissections d’organes de souris 
II. 1. Dissection et microdissection de la rétine de souris adulte 
Dissection!de!l’œil!!
! Les!paupières!sont!coupées!(micro=ciseaux)!tout!autour!de!l’œil.!A!l’aide!d’une!seringue,!l’œil!
est!rincé!avec!PBS!1X!froid!afin!de! le!débarrasser!des!poils.!Les!attaches!derrières! le!globe!oculaire!
sont!sectionnées!(conjonctive,!nerf!optique)!en!faisant!attention!de!ne!pas!toucher!le!sinus!veineux!
derrière!l’œil.!Le!globe!est!ensuite!placé!dans!une!boîte!de!pétri!remplie!de!PBS!1X!froid.!!
Microdissection!de!la!rétine!!
! L’œil! est! déposé! dans! une! goutte! de! PBS! 1X! sous! une! loupe! binoculaire! (fond! noir).! Pour!
débuter! la! microdissection,! le! globe! est! maintenu! par! les! adhérences! encore! présentes.! Une!
première!incision!au!niveau!de!l’œil!est!réalisée!à!l’aide!d’une!aiguille!fine,!pour!traverser!la!cornée.!
Le! contour! de! l’œil! est! découpé! avec! les! micro=ciseaux! pour! détacher! le! cristallin.! La! rétine! est!
désormais!visible!est!se!détache!facilement!du!reste!de!l’œil.!C’est!un!feuillet!blanchâtre!fragile!donc!
il!faut!la!retirer!avec!précaution.!Une!partie!de!l’iris!peut!rester!attachée!à!la!rétine!(tissus!noir).!Elle!
doit!être!retirée!pour!isoler!seulement!la!neuro=rétine.!La!rétine!est!récupérée,!placée!dans!un!tube!
et!aussitôt!congelée!dans!l’azote!liquide.!Elle!peut!être!conservée!au!=80°C.!!
!
II. 2. Dissection d’organes de souris adulte 
Le!cortex!cérébral!!
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Après! avoir! retiré! la! peau! de! la! boîte! crânienne,! l’os! est! découpé! à! la! base! du! crâne! en!
remontant! vers! le! museau,! en! faisant! attention! de! ne! pas! endommager! le! cortex! sous=jacent.! La!
calotte!crânienne!est!ensuite!retirée!de!façon!à!mettre!les!2!hémisphères!à!nu.!Le!cerveau!est!décollé!
délicatement!de!la!boîte!crânienne!puis!placé!côté!dorsal!vers!le!haut.!Le!cervelet!et!retiré!du!reste!à!
l’aide!de!pinces!fines.!Ensuite,! le!cerveau!est!retourné!face!ventrale!pour!dérouler! les!hémisphères!
du! centre! vers! l’extérieur.! Les! hippocampes! sont! visibles! sous! forme! d’amas! allongés!:! ils! sont!
séparés!du!cortex.!En!utilisant!les!branches!des!pinces!(pas!les!pointes),!la!base!inférieure!du!cortex!
est!raclée!doucement,!de!façon!à!éliminer!le!thalamus!et!la!matière!blanche!riche!en!myéline.!Cette!
étape! est! très! délicate! car! les! hémisphères! ont! tendance! à! se! disloquer.! Enfin,!retourner! les!
hémisphères!pour!vérifier!qu’ils!forment!une!petite!tranche!amincie!et!homogène!de!surface!lisse!et!
un!peu! rosée.! Les!placer!dans!des! tubes!et! les! congeler! aussitôt!dans!de! l’azote! liquide.! Le! cortex!
peut!ainsi!être!conservé!à!=80°C.!
Dissection!de!certains!organes!périphériques!!
L’animal! est! placé! sur! le! ventre!pour! effectuer!une! incision! sur! le!haut!du!dos.!A! l’aide!de!
cette! incision,! retirer! la!peau!de! la!souris! jusqu’au!bout!des!pattes!arrières.!Le! tissu! adipeux!blanc!
sous;cutané!se!trouve!soit!au!niveau!des!cuisses,!soit!sous!la!peau.!Il!est!retiré!délicatement!à!l’aide!
de! pinces! et! de! petits! ciseaux! et! conservé! dans! un! tube! immédiatement! congelé.! Ensuite,! les!
quadriceps! (muscles!glycolytiques)!sont!sectionnés!et!de!même!congelés!aussitôt!après!dissection.!
Une! incision! est! réalisée! au! niveau! du!mollet! de! la! souris! et! le!muscle! est! retiré! pour! accéder! au!
muscle!oxydatif!de!couleur!rouge.!Enfin,!au!dessus!des!omoplates!de!l’animal!se!trouvent!deux!tissus!
sombres!:!le!tissu!adipeux!brun.!Il!est!retiré!et!nettoyé!du!tissu!adipeux!blanc!alentour.!!!
! L’animal! est! ensuite! retourné! côté! ventral.! La!peau!est! incisée!puis! entièrement!découpée!
pour!isoler!dans!un!premier!temps!les!gonades!et!récupérer!le!tissu!adipeux!péri;gonadique.!Enfin,!
le!gros!lobe!du!foie!puis!le!cœur!sont!récupérés!et!congelés!comme!les!autres!organes.!!
!
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III. Analyses de la chaîne respiratoire mitochondriale et du 
cycle de Krebs 
III. 1. Respiration cellulaire par la technique Seahorse Biosciences 
! La! respiration! cellulaire! est! analysée! dans! deux! types! cellulaires!:! les! neurones! en! culture!
primaire!et!les!cellules!HeLa!respectivement!transfectées!avec!un!siContrôle!ou!un!siOPA1.!L’appareil!
de!mesure!de!consommation!d’oxygène!est!le!«!XF24!Extracellular!Flux!Analyser!»!et!le!kit!utilisé!est!
«!XF!Cell!Mito!Stress!Test!Kit!»!(101706=100,!Seahorse!Biosciences).!
Ensemencement!des!cellules!dans!la!plaque!Seahorse!(plaque!«!bleue!»)!
La! plaque! est! ensemencée! avec! 300! 000!neurones! transfectés! par! puits! (coatés! 24h! avant!
avec!de!la!poly=D=lysine)!ou!15!000!cellules!HeLa!transfectées!par!puits!(20!puits/24).!Les!puits!A1,!B2,!
C4!et!D6!ne!sont!pas!ensemencés! (seulement!du!milieu!de!culture)!et! servent!de!contrôle!négatif.!
Pour!optimiser!l’ensemencement,!les!cellules!sont!déposées!au!fond!du!puits!dans!une!goutte!de!50!
µL!puis!incubées!à!37°C,!5!%!de!CO2!pendant!environ!1h.!Puis,!200!µL!de!milieu!sont!ajoutés!à!chaque!
puits.!
Les!analyses!sont!réalisées!72h!après!transfection!et!mise!en!culture!des!cellules!HeLa!et!à!
DIV6!pour!les!neurones!transfectés.!!
Préparation!de!la!plaque!de!mesure!(plaque!«!verte!»)!24h!avant!analyse!
! Il! est! impératif! d’hydrater! la!plaque!de!mesure!avec!1!mL!de!«!Calibrant!»!par!puits.! Cette!
plaque!est! incubée!dans!une!étuve!à!37°C,!sans!CO2.!Un!bécher!d’eau!stérile!est!placé!à!côté!de! la!
plaque!pour!créer!un!milieu!humide.!
Les!mesures!de!respiration!cellulaire!au!«!Seahorse!»!
! Avant! la!mesure! de! la! respiration,! le! plaque! «!verte!»! est!maintenue! dans! le! «!Calibrant!»!
dans!une!étuve!à!37°C! sans!CO2.! Le!milieu!de!mesure!a!été!préparé!à! l’avance!et! chauffé!à!37°C! :!
DMEM!(D5030=1!L,!Sigma),!NaCl! (143!mM,!S9625,!Sigma),! rouge!de!phénol! (3!mg/mL),!glucose! (10!
mM,!G8769,!Sigma),!L=glutamine!(2!mM,!G6392=1VL,!Sigma)!et!pyruvate!(2!mM,!P5280,!Sigma),!à!pH!
7,4.!
• Préparation!de!la!plaque!«!bleue!»!
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Les!puits!de!la!plaque!«!bleue!»!sont!rincés!2!fois!avec! le!milieu!de!mesure!(environ!800!µL!
par!puits!et!par! lavage).!Ensuite,!exactement!550!µL!de!milieu!de!mesure!est!déposé!dans!chaque!
puits!et!la!plaque!est!incubée!à!37°C!dans!une!étuve!sans!CO2,!pendant!environ!1h.!
• Préparation!de!la!plaque!«!verte!»!
Pendant! ce! temps,! faire! le! calcul! des! volumes! de! drogues! à! ajouter! spécifiquement! par!
«!micro=puits!»!de!la!plaque!«!verte!».!Chaque!puits!de!la!plaque!dispose!de!4!«!micro=puits!»!autour!
de!la!sonde!pour!déposer!le!volume!de!drogue!requis.!
Le!plan!des!zones!des!«!micro=puits!»!sur!la!plaque!«!verte!»!:!!!!D!!!!!!C!
!!!! ! ! ! ! ! ! ! ! B!!!!!!!A!
L’ordre!d’injection!des!drogues!dans!le!milieu!de!culture!des!cellules!lors!de!la!mesure!est!de!
A!à!D.!Les!drogues!utilisées!sont!fournies!avec!le!kit!et!reprises!dans!du!DMSO!à!une!concentration!
initiale!de!25!mM.!
!
Tableau!récapitulatif!de!la!concentration!finale!des!drogues!
Les!drogues! Neurones! HeLa!
A!:!Oligomycine! 0,6!µM! 1!µM!
B!:!FCCP! 6!µM! 1!µM!
C!:!Roténone!
+!Antimycine!
50!nM!
0,182!µM!
1!µM!
1!µM!
FCCP&:&Carbonyl&cyanide&4Z(trifluoromethoxy)phenylhydrazone#
Les! drogues! sont! déposées! dans! les! «!micro=puits!»! 10! fois! plus! concentrées! que! la!
concentration!finale!désirée.!Pour!la!zone!A,!55!µL!de!drogue!est!déposé!car!elle!est!éjectée!dans!550!
µL!de!milieu!de!culture,!lors!de!la!mesure.!Pour!la!zone!B!il!faut!prévoir!60!µL!et!la!zone!C!65!µL.!La!
zone!D!n’a!pas!été!utilisée!lors!des!expériences.!
• Programmation!de!l’appareil!Seahorse!et!mesures!
! Un!protocole!a!été!mis!au!point!pour!nos!types!cellulaires!:!l’appareil!effectue!3!à!4!mesures!
par! «!état! respiratoire!»,! avant! l’ajout! de! drogues! et! après! chaque! drogue! injectée.! Une! fois! les!
paramètres!déterminés,!la!plaque!«!verte!»!est!insérée!(attention!au!sens!qui!dépend!du!code!barre)!
dans! l’appareil! suivi! de! la! plaque! bleue! pour! débuter! l’enregistrement! de! la! consommation!
d’oxygène.!!
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Les! activités! respiratoires! mesurées! sont! normalisées! sur! la! quantité! de! protéines!
déterminée!par!la!technique!de!Bradford.!
!
III. 2. Mesure de l’activité des complexes I, II, III et IV de la chaîne respiratoire 
mitochondriale 
Les!dosages!des!activités!des!4!premiers!complexes!de!la!chaîne!ont!été!effectués!à!partir!de!
culots!de!cellules!HeLa!transfectées!par!siOPA1!ou!siContrôle.!Les!complexes!I!et!III!ont!été!dosés!par!
Dr!Christine!Demeilliers!(Université!Joseph!Fourier,!Grenoble)!et!l’activité!des!complexes!II!et!IV!a!été!
mesurée!par!Virginie!Agier!et!Dr!Anne!Lombès!(Hôpital!de!la!Pitié!Salpêtrière,!Paris).!
Dosage!du!complexe!I!(Christine!Demeilliers,!Université!Joseph!Fourier,!Grenoble)!
• Principe!du!dosage! !
Le!complexe!I!de!la!chaîne!respiratoire!permet!l’oxydation!du!NADH!en!NAD+!et!le!transfert!
les!électrons!du!NADH!au!coenzyme!Q.!Son!activité!est!donc!évaluée!par!la!disparition!du!NADH!qui!
absorbe! à! 340! nm.! L’accepteur! naturel! des! électrons! du! complexe! I! est! le! coenzyme! Q10! ou!
ubiquinone.!Cette!molécule!très!hydrophobe!est!remplacée!dans!l’essai!!par!la!décylubiquinone,!plus!
hydrophile.!
Les!autres!activités!cellulaires!(non!respiratoires)!d’oxydation!du!NADH!sont!insensibles!à!la!
roténone,! un! inhibiteur! de! complexe! I.! L’oxydation! du! NADH! est! donc!mesurée! avant! (pendant! 2!
minutes)!et!après!l’ajout!de!roténone!dans!la!cuve.!!
• Méthode!utilisée! !
Après!décongélation!du!culot!de!cellules!(2!millions),!les!cellules!sont!resuspendues!dans!205!
µL!de!tampon!Kpi!50!mM!pH!7,5! froid.!Puis! les!cellules!sont!recongelées!dans!de! l’azote! liquide!et!
décongelée!au!bain!marie!à!37°C,!deux!fois!pour!permettre!une!lyse!complète!de!l’échantillon.!!
L’activité! du! complexe! I! est! déterminée! par! l’oxydation! du! NADH! à! 340! nm.! Le! milieu!
réactionnel! comprend! 855!µL! de! tampon!KPi! 50mM!pH!7,5! chaud,! 10! µL! de!NADH!10!mM,! et! un!
million! de! cellules.! Après! calibration! de! la! lecture! à! 340! nm,! à! 37°C! sur! l’air,! la! réaction! est!
déclenchée!par!ajout!de!5!µL!de!décylubiquinone!20!mM!et! la!Do!est! lue!pendant!2!minutes! sans!
roténone,!puis!2!minutes!après!ajout!de!5!µL!de! roténone!2!mM.!L’activité! spécifique!est! calculée!
après! soustraction! de! l’activité! en! présence! de! roténone! sur! l’activité! de! base! en!!
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µmoles/min/million!de!cellules!en!utilisant! le!coefficient!d’extinction!pour! le!NADH!(ε=6.22!mmole=
1.cm=1).!L’activité!a!été!rapportée!à!la!quantité!de!protéines!en!mg!(dosage!Bradford).!
Dosage!du!complexe!II!(Virginie!Agier!et!Anne!Lombès,!Hôpital!de!la!Pitié!Salpêtrière,!Paris)!
• Principe!du!dosage! !
Le! complexe! II! de! la! chaîne! respiratoire! permet! l’oxydation! du! succinate! en! fumarate! et!
transfère! les! électrons! au! coenzyme!Q10!ou!ubiquinone.! Ces! électrons! sont! ensuite! transmis! à!un!
accepteur! artificiel,! le! 2,6=dichlorophénol=indophénol! (DCPIP).! L’ubiquinone! très! hydrophobe! est!
remplacée!dans! l’essai!par! la!décylubiquinone!beaucoup!plus!hydrophile.! L’activité!est!mesurée!en!
suivant!la!réduction!du!DCPIP!à!600!nm.!L’oxydation!de!l’ubiquinone!par!le!complexe!III!est!inhibée!
par! l’antimycine!et! le! flux! réverse!des!électrons!vers! le!complexe! I!est! inhibé!par! la! roténone.!Une!
ligne!de!base!est!mesurée!pour!pouvoir!soustraire!une!réaction!spontanée!de!transfert!d’électrons!
au!DCPIP.!
• Méthode!utilisée! !
Le!milieu!de!réaction!utilisé!est!composé!de!25!mM!K!Phosphate!pF!7,5,!20!mM!succinate,!
100!µM!décylubiquinone,!50!µM!DCPIP,!1!mM!KCN,!5!µM!roténone,!12,5!µg/mL!antimycine!A,!100!
µM!ATP,!2!mg/mL!BSA.!Dans!une!cuve!de!mesure,!976!µL!de!milieu!de!réaction!sont!dosés!avec!40!µg!
de! protéines! cellulaires,! préalablement! homogénéisés.! Après! calibration! de! la! lecture! à! 600! nm,! à!
37°C!sur!l’air,!une!ligne!de!base!est!lue!pendant!3!minutes!puis!la!réaction!est!déclenchée!par!ajout!
de! 4! µL! de! 25! mM! de! décylubiquinone.! L’activité! spécifique! est! calculée! après! soustraction! de!
l’activité! de! base! en! nmoles/min/mg! de! protéines! en! utilisant! le! coefficient! d’extinction! pour! le!
DCPIP!(ε=19,1).!
Dosage!du!complexe!III!(Christine!Demeilliers,!Université!Joseph!Fourier,!Grenoble)!
• Principe!du!dosage! !
! Le!complexe!III!de!la!chaîne!respiratoire!permet!l’oxydation!de!l’ubiquinol!(forme!réduite!de!
l’ubiquinone)!et!le!transfert!des!électrons!au!cytochrome!c.!La!réduction!du!cytochrome!c!induit!une!
augmentation!de! l’absorbance! à! 550!nm.!Des! activités! cellulaires! non! respiratoires! induisent! aussi!
l’oxydation! de! l’ubiquinol.! Ainsi,! l’activité! spécifique! du! complexe! III! est! calculée! par! la! différence!
entre!l’activité!totale!et!celle!en!présence!d’antimycine!A.!!
• Méthode!utilisée! !
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Après!décongélation!du!culot!de!cellules!(2!millions),!les!cellules!sont!resuspendues!dans!205!
µL!de!tampon!Kpi!90,7!mM!pH!7,5!froid.!Puis!les!cellules!sont!recongelées!dans!de!l’azote!liquide!et!
décongelée!au!bain!marie!à!37°C,!deux!fois!pour!permettre!une!lyse!complète!de!l’échantillon.!!
La! décylubiquinone! est! réduite! chimiquement! par! du! dithionite.! Le! milieu! réactionnel!
contient! 105,6! µM!de! décylubiquinol,! 100! µM!de! cytochrome! c,! 100!mM!de! KPO4! pH! 7,5,! 50! µM!
d’EDTA,!1!mM!de!cyanure!de!potassium!et!1!mg/mL!d’albumine!bovine.!L’inhibition!du!complexe!III!
est!effectuée!avec!5!µg/mL!d’antimycine!A.!Après!calibration!de!la!lecture!à!550!nm,!à!30°C!sur!l’air,!
la!réaction!est!déclenchée!par!ajout!de!8!µL!de!décylubiquinol!et! la!Do!est! lue!pendant!3!minutes,!
pour! les!deux!cuves!avec!ou!sans!antimycine!A.!L’activité!spécifique!est!calculée!après!soustraction!
de! l’activité!en!présence!d’antimycine!A!sur! l’activité!de!base!en!µmoles/min/million!de!cellules!en!
utilisant!le!coefficient!d’extinction!pour!le!cytochrome!c!(ε=18.5).!
Dosage!du!complexe!IV!(Virginie!Agier!et!Anne!Lombès,!Hôpital!de!la!Pitié!Salpêtrière,!Paris)!
• Principe!du!dosage! !
Le!complexe!IV!de!la!chaîne!respiratoire!permet!l’oxydation!du!cytochrome!c,!son!activité!est!
donc! évaluée! par! la! diminution! de! l’absorbance! à! 550! nm! du! cytochrome! c! réduit.! L’accepteur!
naturel!des!électrons!du!complexe!IV!est!l’oxygène.!
• Méthode!utilisée! !
Deux!solutions!de!référence!sont!préparées!:!la!solution!de!cytochrome!c!«!100!%!réduit!»!et!
la! solution! «!100! %! oxydée!».! La! solution! 100! %! oxydée! est! préparée! avec! quelques! grains! de!
ferricyanure! de! potassium! (la! solution! est! orange! sombre).! La! solution! 100!%! réduite! est! obtenue!
avec! quelques! grains! de! dithionite! de! sodium! (bisulfite)! (la! solution! est! rose! saumon).! La! solution!
utilisée!pour!le!dosage!est!réduite!progressivement!à!550!nm!avec!quelques!µL!de!la!solution!100!%!
réduite.!Le!but!est!d’atteindre!une!réduction!de!90=95!%!calculée!sur!l’écart!entre!l’absorbance!des!2!
solutions!100!%.!Le!milieu!de!réaction!utilisé!est!composé!de!25!mM!K!phosphate!pH!7,0,!50!µM!de!
cytochrome! c! réduit! et! 20! µg! de! protéines.! La! lecture! de! la! Do! est! déclenchée! par! l’ajout! de! la!
préparation! cellulaire! après! calibration! initiale! sur! l’air! à! 37°C,! à! 550! nm.! L’activité! spécifique! est!
calculée!en!nmoles/min/!mg!de!protéines!en!utilisant!le!coefficient!d’extinction!pour!le!cytochrome!c!
(ε=18,5).!
!
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III. 3. Dosage des ROS intracellulaires totaux avec la sonde H2-DCFDA 
La! sonde! dichlorohydrofluorescéine! diacétate! (H2=DCFDA)! permet! la! détection! des! ROS!
totaux!dans!la!cellule!(mitochondrie!et!cytoplasme).!Cette!sonde!diffuse!à!travers!la!membrane!des!
cellules!puis!est!clivée!dans! le!cytosol!par!des!estérases!pour!donner!du!dichlorohydrofluorescéine!
(H2=DCF).! La! forme! clivée! réagit! avec! les! espèces! actives! de! l’oxygène! (ROS)! pour! donner! du!
dichlorofluorescéine! (DCF),! une! forme! fluorescente! de! la! molécule! excitable! à! 493! nm! et! qui! est!
détectée!à!527!nm.!
Ensemencement!des!cellules!HeLa!
Le!dosage!des!ROS!est!effectué!dans!des!cellules!HeLa!transfectées!avec!du!siContrôle!ou!du!
siOPA1.! Le!dosage!est! réalisé!à!partir!de!5!boîtes!de!60mm!de!diamètre! (P60)!«!avec! sonde!»!et!4!
boîtes! «!sans! sonde!»! (contrôle)! par! condition! à! analyser.! Chaque! boîte! P60! est! ensemencée! avec!
300!000!cellules!HeLa!transfectées.!
Incorporation!de!la!sonde!dans!les!cellules!
A! l’abri! de! la! lumière,! la! sonde! est! incorporée! (4! µM! final)! directement! dans! le!milieu! de!
culture!des!cellules!HeLa,!trois!jours!après!transfection.!Les!boîtes!P60!contrôles!sont!incubées!avec!
du! DMSO! (4! µM! final),! le! véhicule! de! la! sonde.! Pour! éviter! toute! toxicité! du! véhicule,! 40! µL! de!
volume! «!sonde!»! ou! «!DMSO!»! sont! systématiquement! ajouté! à! chaque! milieu.! Les! cellules! sont!
ensuite!incubées!à!37°C!pendant!30!minutes!précises!puis!posées!sur!glace.!Les!cellules!sont!rincées!
au!PBS!1X!puis!mises!à!«!sec!»,!congelées!à!=80°C,!et!conservées!plusieurs!jours.!
Dosage!fluorimétrique!des!ROS!
Pour! doser! les! ROS,! les! cellules! sont! mises! à! température! ambiante! pendant! 30! minutes!
environ!puis!grattées!dans!300!µL!d’eau!stérile.!200!µL!sont! récupérés!pour! le!dosage!et!mis!dans!
une!plaque!96!puits!noire!et!conservés!à!4°C.!Le!reste!de!l’échantillon!sert!pour!le!dosage!protéique!
en!microplaque.!Les!mesures!sont!réalisées!à! l’aide!d’un!spectrophotomètre!WALLAC!VICTOR!1480!
et!lues!à!493!nm.!
!
III. 4. Dosage de l’ATP intracellulaire 
Technique!colorimétrique!
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Le!dosage!d’ATP!a!été! réalisé!par! colorimétrie!avec!un!kit! commercial! (ab83355,!Abcam)!à!
l’aide!d’un!autre!kit!pour!la!précipitation!des!protéines!(ab93299,!Abcam).!L’ATP!a!été!dosé!dans!des!
cellules!HeLa!déplétées!ou!non!pour!OPA1!par!interférence!ARN.!Ce!protocole!s’est!avéré!inefficace!
pour!doser!l’ATP!dans!les!neurones.!
• Ensemencement!des!cellules!HeLa!
Après!transfection!d’un!million!de!cellules!HeLa!avec!un!siContrôle!ou!un!siOPA1,!les!cellules!
sont!ensemencées!dans! trois!boîtes!P60!et! réparties!de!manière!égale.!72h!après! transfection!des!
cellules! et!mise! en! culture,! deux! boîtes! sont! utilisées! pour! le! dosage! de! l’ATP! et! la! troisième! est!
grattée!et!les!cellules!congelées!pour!vérifier!l’extinction!de!la!protéine!OPA1!par!immunoblot.!!
• Préparation!des!solutions!
;!ATP!Probe!(tube!rouge)!:!à!dissoudre!avec!220!µL!de!DMSO!anhydre!(conserver!à!=20°C).!
;!ATP!Converter!(tube!bleu)!:!à!dissoudre!avec!220!µL!d’ATP!Assay!Buffer!(conserver!à!=20°C).!
;!Developer!Mix!(tube!vert)!:!à!dissoudre!avec!220!µL!d’ATP!Assay!Buffer!(conserver!à!=20°C).!
;!ATP!Standard!(tube!jaune)!:!à!dissoudre!avec!100!µL!d’eau!distillée!pour!générer!un!stock!
de!10!mM!(conserver!à!=20°C).!!
• Le!dosage!en!microplaque!96!puits!
! Préparation!de!l’échantillon!pour!le!dosage!
Les!cellules!sont!lavées!avec!du!PBS!1X!froid.!Puis!le!culot!de!cellules!«!fraîchement!»!grattées!
est! repris! dans! 100! µL! d’ATP!Assay! Buffer.! 10! µL! de! la! solution! sont! conservés! pour! le! dosage! de!
protéines!de!type!Bradford.!Les!protéines!de!l’extrait!sont!précipitées!en!suivant!les!instructions!du!
fournisseur!du!kit!«!Deproteinizing!Sample!Preparation!Kit!»!(ab93299,!Abcam).!Après!ajout!de!18,2!
µL! de! PCA! dans! le! tube! et! agitation! par! vortex,! les! cellules! lysées! sont!maintenues! dans! la! glace!
pendant!5!minutes!et!centrifugées!à!13000!g!pendant!2!minutes!à!4°C.!Le!surnageant!est!récupéré!
(environ!90!µL)!et!3,75!µL!de!solution!de!neutralisation!sont!ajoutés!dans!le!tube!maintenu!dans!la!
glace!pendant!5!minutes,!puis!centrifugé!une!dernière!fois!pendant!1!minute.!
! Préparation!de!la!gamme!étalon!
La! solution! d’ATP! Standard! est! diluée! dans! de! l’eau! distillée! au! 1mM! final.! Deux! gammes,!
réalisées! avec! 0,! 2,! 4,! 6,! 8! et! 10! µL! de! la! solution! d’ATP! diluée,! sont! déposées! dans! les! puits.! Le!
volume!final!est!ajusté!à!50!µL!avec!de!l’eau!distillée.!Pour!faire!une!estimation!de!la!quantité!d’ATP!
dans!les!échantillons,!les!deux!gammes!sont!moyennées.!!
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! Le!dosage!
Chaque!échantillon!est! dosé!en!double:! 45!µL! sont!prélevés!pour!mettre!dans!un!puits! de!
microplaque! et! 45! µL! de! la! même! préparation! dans! un! deuxième! puits.! 5! µL! d’eau! distillée! sont!
ajoutés!à!chaque!puits!pour!ajuster!le!volume!final!à!50!µL.!
Pour!un!puits,!la!solution!d’ATP!Reaction!Mix!est!préparée!avec!44!µL!d’ATP!Assay!Buffer,!2!
µL!d’ATP!Probe,!2!µL!d’ATP!Converter!et!2!µL!de!Developer!mix.!Après!ajout!du!Mix!dans!les!puits!qui!
contenaient! les! échantillons! et! les! gammes,! la! microplaque! est! incubée! pendant! 30! minutes! à!
température!ambiante!et!à! l’abri!de! la! lumière.!Ensuite,! la!Do!est! lue!à!570!nm.!Les!données! sont!
analysées!pour!présenter!le!taux!d’ATP!en!mM!par!µg!de!protéines.!!
Technique!de!bioluminescence!
Le! dosage! d’ATP! et! d’ADP! a! été! réalisé! par! une! technique! de! bioluminescence! luciférine!
luciférase.!L’ATP!a!été!dosé!dans!des!neurones!déplétés!ou!non!pour!OPA1!par!interférence!ARN.!Le!
dosage!a!été!réalisé!par!Dr!Anne!Devin!(IBGC,!Bordeaux).!
! Ensemencement!des!cellules!HeLa!et!des!neurones!
Un!million!de!cellules!HeLa!transfectées!avec!un!siContrôle!ou!un!siOPA1!sont!ensemencées!
dans! une! boîte! P100.! Les! cellules! sont! récupérées! pour! le! dosage! 72h! après! transfection.! Cinq!
millions! de! neurones! sont! transfectés! avec! un! siContrôle! ou! un! siOPA1! et! également! ensemencés!
dans! une! boîte! P100.! Les! neurones! sont! récupérés! pour! le! dosage! d’ATP! et! d’ADP! 6! jours! après!
transfection.!
! Préparation!des!cellules!avant!le!dosage!
Les!neurones!sont!rincées!puis!grattées!dans!du!PBS!1X!froid!et!centrifugées!à!600g!pendant!
5!minutes!à!4°C.!Le!culot!de!cellules!est!ensuite!repris!dans!200!µL!de!tampon!d’extraction!préparé!
extemporanément!(Tex!:!7!%!PCA,!25!mM!EDTA).!Un!volume!x!de!KOMO!(2!M!KOH,!0,5!M!MOPS)!est!
ajouté!à!l’échantillon!pour!équilibrer!le!pH!de!l’extrait!à!environ!6.!En!effet,!l’ATP!est!plus!stable!à!pH!
6! que! 7.! La! quantité! de! KOMO! nécessaire! (environ! 190! µL)! pour! l’équilibration! à! pH! 6! doit! être!
déterminée!auparavant!avec!200!µL!de!Tex!seul.!Un!précipité!de!KClO4!se!forme!alors!et!l’extrait!est!
centrifugé!pendant!2!minutes!à!14!000!rpm,!à!4°C.! !Le!surnageant!est!conservé!et!congelé!à! =80°C!
(ATP! et! ADP! sont! stables)! après! avoir! contrôler! le! pH.! Le! procédé! d’extraction! doit! être! réalisé!
rapidement!sinon!l’ATP!s’effondre.!!
! Dosage!!
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Pour! mesurer! l’ATP,! 20! à! 50! µL! d’échantillon! sont! dosés! dans! 200! µL! de! tampon!
bioluminomêtre! (tris=acetate! 0,1! M,! EDTA! 2! mM,! pH! 7,75)! et! 20! µL! de! ATP! Monitoring! Reagent!
(luciferine=luciferase).!En!parallèle,!une!gamme!étalon!(1!à!10!µL!d’ATP!Standard!10!µM)!est!réalisée.!
! Pour! déterminer! le! taux! d’ADP,! un! volume! x! d’échantillon! (à! déterminer)! est! incubé! 30!
minutes! avec! du! PEP! (0,5! mM),! 2! µL! de! pyruvate! kinase! diluée! au! 1/10ème! (2! µg)! et! du! tampon!
KH2PO4! (75!mM),! ! mgSO4! (15!mM).! Le! principe! est! de! coupler! la! réaction! catalysée! par! l’enzyme!
pyruvate! kinase! (PEP!+!ADP!à!pyruvate!+!ATP)! et! le! dosage!de! l’ATP.! Cette! technique!nous!donne!
alors!le!taux!d’ATP!+!ADP.!L’ADP!est!donc!déterminée!par!la!formule!:!(ATP!+!ADP)!–!ATP.!
!
III. 5. Mesure de l’activité d’enzymes du cycle de Krebs 
Les! dosages!des! activités! de! trois! enzymes!du! cycle! de!Krebs!ont! été! effectués! à! partir! de!
culots!de!cellules!HeLa!transfectées!par!siOPA1!ou!siContrôle.!Les!activités!ont!été!mesurées!in&vitro!
par!Dr!Anne!Lombès!et!Virginie!Agier!à!l’Hôpital!de!la!Pitié!Salpêtrière!à!Paris.!
Dosage!de!l’activité!de!la!citrate!synthase!
• Principe!du!dosage! !
La! citrate! synthase! est! une! enzyme! du! cycle! de! Krebs! qui! forme! du! citrate! à! partir! de!
l’oxaloacétate!et!de!l’acétyl=CoA.!Le!CoA!réduit!(CoA=SH)!formé!lors!de!la!réaction!réagit!avec!le!5,5’!
dithiobis! 2! nitrobenzoic! acid! (DTNB)! pour! donner! du! TNB! qui! absorbe! spécifiquement! à! 412! nm.!
L’activité!de! la!citrate!synthase!est!donc!mesurée!en!suivant! l’augmentation!de! l’absorbance!à!412!
nm.!Une!ligne!de!base!est!mesurée!pour!pouvoir!soustraire!une!réaction!spontanée!de!transfert.!
• Méthode!utilisée! !
Le!milieu!réactionnel!est!composé!de!100!µM!DTNB,!100!mM!Tris!HCL!pH!8,0,!300!µM!actéyl=
CoA,! 500! µM! oxaloacétate,! 0,1! %! Triton! X=100! et! 40! µg! de! protéines! cellulaires.! La! lecture! de! la!
réaction!est! réalisée!pendant!4!minutes!à!37°C!à!412!nm,!après!une!calibration! initiale!sur! l’air.!La!
réaction!est!déclenchée!avec!50!µL!de!10!mM!d’acide!oxaloacétique!dans!100!mM!Tris!HCL!pH!8,0.!
L’activité! spécifique! est! calculée! en! nmoles/min/mg! de! protéines! en! utilisant! le! coefficient!
d’extinction!pour!le!TNB!(ε=13,6).!
Dosage!de!l’activité!de!la!fumarase!
• Principe!du!dosage! !
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! La!fumarase!catalyse! l’hydratation!du!fumarate!en!L=malate!qui!est!une!réaction!réversible.!
En! présence! de! malate,! la! fumarase! produit! du! fumarate! absorbant! à! 250! nm.! L’activité! de! la!
fumarase!est!donc!mesurée!en! suivant! l’augmentation!de! l’absorbance!de! l’acide! fumarique!à!250!
nm.!Une!ligne!de!base!est!mesurée!pour!pouvoir!soustraire!la!réaction!spontanée!de!transfert.!
• Méthode!utilisée! !
! Le! milieu! de! réaction! est! composé! de! 100! mM! KPO4! pH! 7,4,! 50! mM! malate,! 60! µg! de!
protéines!cellulaires.!Dans!une!cuve!de!mesure,!930!µL!de!milieu!de!réaction!sont!dosés!avec!60!µg!
de! protéines! cellulaires,! préalablement! homogénéisés.! Après! calibration! de! la! lecture! à! 250! nm,! à!
37°C!sur!l’air,!une!ligne!de!base!est!lue!pendant!5!minutes!puis!la!réaction!est!déclenchée!par!ajout!
de! 50! µL! de! 1! M! malate! dans! 500! mM! KPO4! pH! 7,4.! L’activité! spécifique! est! calculée! en!
nmoles/min/mg!de!protéines!en!utilisant!le!coefficient!d’extinction!pour!l’acide!fumarique!(ε=2,44).!
Dosage!de!l’activité!de!la!malate!déshydrogénase!
• Principe!du!dosage! !
La! malate! déshydrogénase! catalyse! l’oxydation! du! malate! en! oxaloacétate,! couplée! à! la!
réduction!du!NAD+!en!NADH.!
• Méthode!utilisée! !
Le! milieu! de! réaction! est! composé! de! 50! mM! sodium! phosphate,! 5! mM! trisodium! DL=
isocitrate!et!60!µg!de!protéines!cellulaires.!Dans!une!cuve!de!mesure,!965!µL!de!milieu!de!réaction!
sont!dosés!avec!60!µg!de!protéines!cellulaires,!préalablement!homogénéisés.!Après!calibration!de!la!
lecture!à!240!nm,!à!37°C!sur! l’air,!une! ligne!de!base!est! lue!pendant!5!minutes!puis! la!réaction!est!
déclenchée! avec! 5! µL! de! 1! M! isocitrate.! L’activité! spécifique! est! calculée! en! nmoles/min/mg! de!
protéines!en!utilisant!le!coefficient!d’extinction!pour!l’isocitrate!(ε=3,6).!
Dosage!de!l’activité!de!l’aconitase!
L’aconitase! est! une! enzyme! du! cycle! de! Krebs! dont! l’activité! est! inhibée! par! l’anion!
superoxyde!(oxydation!de!l’enzyme).!L’aconitase!catalyse!la!conversion!entre!le!citrate!et!l’isocitrate.!
La!mesure!de!l’activité!de!l’aconitase!est!réalisée!de!manière!indirecte!par!le!dosage!du!NADPH.!En!
effet,!le!NADPH!est!formé!lors!de!la!conversion!de!l’isocitrate!en!alpha=cétoglutarate!par!l’isocitrate!
déshydrogénase.!Ainsi,!plus!l’aconitase!est!active,!plus!il!y!a!aura!de!NADPH!produit.!!
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L’activité!de!l’aconitase!a!été!déterminée!à!l’aide!d’un!kit!(Bioxitech,!21041)!et!mesurée!par!
spectrophotométrie!à!partir!d’un!lysat!de!cellules!HeLa!et!de!neurones,!déplétés!ou!non!pour!OPA1!
par!interférence!ARN.!
• Dosage!colorimétrique!
! Les! échantillons! sont! lysés! dans! 250! µL! de! la! solution! Assay! Buffer! à! l’aide! d’un! «!Tissue!
Lyser!»!(Qiagen)!(2!minutes!à!25!battements!par!minutes).!L’activité!de!l’aconitase!est!mesurée!dans!
une!cuve!contenant!200!µL!d’échantillon!lysé,!200!µL!de!Substrat,!200!µL!de!NADP!Reagent!et!200!µL!
d’Enzyme.!Le!reste!de! l’échantillon!est!utilisé!pour! le!dosage!des!protéines!en!microplaques.!La!Do!
est!lue!à!340!nm!pour!les!échantillons,!le!zéro!(Assay!Buffer!à!la!place!de!l’échantillon)!et!le!contrôle!
positif,!du!foie!de!souris!(Foie!lysé!à!la!place!de!l’échantillon),!pendant!40!minutes!à!37°C.!
• Analyse!des!données!
! Après! avoir! réalisé! le! graphique! de! la! Do! en! fonction! du! temps! de! lecture,! la! pente! de! la!
droite!est!déterminée!(Do16min=Do15min…)!sur!un!certain!nombre!de!points!et!la!moyenne!des!valeurs!
est! calculée.! L’activité! de! l’aconitase! est! calculée! selon! la! formule! suivante!:! (Moyenne! des!
Do/(2,4435!x!6,22!x!0,001!x!quantité!de!protéines!en!µg))!x!4.!L’activité!est!exprimée!en!milli!unité!
d’enzymes!par!µg!de!protéines.!!
!
III. 6. Dosage du NADH, H+ et du NAD+ 
! Le!dosage!du!taux!de!NADH,!H+!et!du!NAD+!intracellulaire!a!été!réalisé!par!colorimétrie!avec!
un!kit!commercial! (ab65348,!Abcam).!Le!taux!de!NADH,!H+!et!NAD+!a!été!mesuré!dans!des!cellules!
HeLa!déplétées!ou!non!pour!OPA1!par!interférence!ARN.!!
Ensemencement!des!cellules!HeLa!
Après!transfection!de!3!millions!de!cellules!HeLa!avec!un!siContrôle!ou!un!siOPA1,!les!cellules!
sont!ensemencées!dans! trois!boîtes!P60!et! réparties!de!manière!égale.!72h!après! transfection!des!
cellules!et!mise!en!culture,!deux!boîtes!sont!utilisées!pour!le!dosage!et!la!troisième!boîte!est!grattée!
et!les!cellules!congelées!pour!vérifier!l’extinction!de!la!protéine!OPA1!par!immunoblot.!!
Préparation!des!solutions!(à!conserver!au!=80°C)!
;!NADH!Standard!:!à!dissoudre!avec!200!µL!de!DMSO!anhydre.!
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;!NAD!Cycling!Enzyme!Mix!:!à!dissoudre!avec!220!µL!de!NAD!Cycling!Buffer.!
;!NADH!Developer!:!à!dissoudre!avec!1,2!mL!d’eau!distillée.!
Le!dosage!en!microplaque!96!puits!
• Préparation!de!l’échantillon!pour!le!dosage!
Les! cellules! (deux! boîtes! P60)! sont! lavées! avec! du! PBS! 1X! froid.! Puis! les! deux! culots! de!
cellules!«!fraîchement!»!grattées!sont!repris!dans!400!µL!de!NADH/NAD!Extraction!Buffer!et! lysés!à!
l’aide! de! deux! cycles! «!chaud/froid!»! (un! cycle!:! 20! minutes! sur! de! la! carboglace! –! 10! minutes! à!
température! ambiante).! Les! tubes! sont! agités! par! vortex! et! centrifugés! à! 14! 000! rpm! pendant! 5!
minutes!puis!les!surnageants!qui!contiennent!le!NADH!et!le!NAD!sont!récupérés.!10!µL!de!la!solution!
sont!conservés!pour!le!dosage!de!protéines!par!la!technique!Bradford.!
Optionnel#
! Pour!éliminer!les!enzymes!susceptibles!de!dégrader!le!NADH!pendant!la!durée!du!dosage,!les!
surnageants!sont!transférés!dans!des!tubes!avec!une!membrane!de!10kDa!(Microcon,!MRCPRT010,!
Millipore)! et! centrifugés! à! 30! 000! g! pendant! 30! minutes! à! 4°C.! Les! échantillons! ainsi! filtrés! ne!
contiennent!plus!d’enzymes.!
• Préparation!de!la!gamme!étalon!
La!solution!de!NADH!Standard!est!diluée!au!1/100ème!dans!la!solution!NADH/NAD!Extraction!
Buffer!pour!obtenir! 10!µM! final.!Deux!gammes,! réalisées!avec!0,! 2,! 4,! 6,! 8!et!10!µL!de! la! solution!
NADH! Standard! diluée,! sont! déposées! dans! les! puits.! Le! volume! final! est! ajusté! à! 50! µL! avec! la!
solution!NADH/NAD!Extraction!Buffer.! Pour! faire! une! estimation! de! la! quantité! de!NADH!dans! les!
échantillons,!les!deux!gammes!sont!moyennées.!!
• Le!dosage!
Chaque!échantillon!est!dosé!en!duplicate!:!40!µL!sont!prélevé!pour!mettre!dans!un!puits!de!
microplaque!et!40!µL!de!la!même!préparation!dans!un!deuxième!puits.!Les!échantillons!ainsi!déposés!
permettent!de!déterminer!le!taux!de!NAD!total!ou!NADt!(NADH!et!NAD).!
Pour!détecter!le!NADH!«!seul!»,!le!NAD!doit!être!décomposé!:!200!µL!de!l’échantillon!extrait!
sont!prélevés!et!chauffés!à!60°C!pendant!30!minutes.!Puis,!cet!échantillon!chauffé!est!déposé!dans!
les!puits!en!duplicate!également!(40!µL/puits).!
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Les!volumes!des!puits!contenant!les!différents!échantillons!sont!ajustés!à!50!µL!final!avec!de!
la!solution!NADH/NAD!Extraction!Buffer.!
Pour!un!puits,!la!solution!de!NAD!Cycling!Mix!est!préparée!avec!98!µL!de!NAD!Cycling!Buffer!
Mix!et!2!µL!de!NAD!Cycling!Enzyme!Mix!et!ajoutée!à!chaque!puits!contenant!les!échantillons!et! les!
gammes.!La!microplaque!est! incubée!pendant!5!minutes!à!température!ambiante!pour!convertir! le!
NAD!restant!en!NADH.!Puis!10!µL!de!NADH!Developer!sont!ajoutés!à!chaque!puits!pour!enclencher!le!
début!de!la!réaction.!La!Do!est!lue!à!450!nm.!Les!données!sont!analysées!pour!présenter!le!taux!de!
NADH,!H+!et!de!NAD+!en!µM/mg!de!protéines!ainsi!que!le!rapport!NAD+/NADH,!H+.!Le!taux!de!NAD!
est!déterminé!par!la!formule!suivante!:!NAD!=!NADt!–!NADH.!
!
IV. Mesure du lactate extracellulaire, témoin de l’activité 
glycolytique 
Le! dosage! du! lactate! a! été! réalisé! à! partir! du! surnageant! de! culture! de! cellules! HeLa!
transfectées! par! un! siOPA1!ou!un! siContrôle,! à! l’aide! d’un! kit! (Lactate! PAP!61192,! Biomérieux)! en!
suivant! les! recommandations! du! fournisseur.! Les! réactifs! du! kit! contiennent! du! phénol! donc! le!
dosage!a!été!effectué!sous!une!hotte!chimique.!
Ensemencement!des!cellules!HeLa!
! Un! million! de! cellules! HeLa! sont! transfectées! par! un! siOPA1! ou! un! siContrôle! puis!
ensemencées!dans!une!boîte!10cm!de!diamètre! (P100).! Le! taux!de! lactate!extracellulaire!est!dosé!
trois!jours!après!la!transfection.!
Le!dosage!
! 400! µL! du! surnageant! de! culture! sont! dilués! au! 1/10ème! pour! le! dosage.! 10! µL! de! cette!
dilution!sont!dosés!avec!990!µL!de!la!solution!R3!(extemporanément,!reprendre!le!tube!noté!R3!avec!
10!mL!de!la!solution!R2)!après!5!minutes!d’incubation!à!température!ambiante.!1!mL!de!la!solution!
R3!est!dosé!pour!faire!le!zéro!et!10!µL!de!la!solution!R1!reprise!avec!990!µL!de!la!solution!R3!servent!
de!point!de!référence!(3mM!de!lactate).!L’ensemble!des!échantillons!est!dosé!en!duplicat!et!lus,!avec!
le!zéro!et!le!point!de!référence,!à!505!nm.!!
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Les!cellules!adhérentes!ainsi!que!les!cellules!dans!le!surnageant!de!culture!sont!comptées!à!
l’aide!d’une!cellule!de!Malassez.!Les!taux!de!lactate!mesurés!(en!mM)!sont!ensuite!rapportés!pour!un!
million!de!cellules.!
!
V. Analyses de molécules antioxydantes : enzymes ou piégeurs 
d’EAO  
V. 1. Dosage du glutathion réduit et oxydé 
Dr!Anne!Galinier,!de! l’équipe!du!Dr!Louis!Casteilla! (StromaLab,! Inserm1031!UMR5273,!CHU!
Rangueil,!Toulouse),!a!réalisé!la!mesure!des!formes!réduites!(GSH)!et!oxydées!(GSSG)!du!glutathion.!
Le!rapport!des!taux!de!glutathion!réduit!sur!les!taux!de!glutathion!oxydé!participe!à!la!caractérisation!
du!statut!redox!de!la!cellule.!!
La! mesure! est! réalisée! par! une! technique! de! chromatographie! différentielle! sur! colonne!
(HPLC!sur!le!plasma).!La!phase!mobile!passe!dans!la!colonne!qui!sépare!les!différentes!molécules.!Les!
molécules! passent! une! par! une! dans! une! cellule! de! détection! électrochimique,! ce! qui! permet! un!
comptage!des!électrons!sur!chaque!molécule!(la!captation!des!électrons!labiles),!qui!dépend!de!l’état!
d’oxydo=réduction.!Nous!obtenons!ainsi!une!représentation!de!2!pics!(surface/nombre!d’électrons).!
Le!premier!pic!correspond!au!glutathion!réduit!et!le!second!au!glutathion!oxydé.!
Dosage!
Le!dosage!a!été!réalisé!à!partir!de!culots!de!cellules!HeLa!et!de!neurones!transfectés!par!un!
siOPA1!ou!un!siContrôle.!
Les!culots!secs!de!cellules!sont!déprotéinisés!par!ajout!de!200!µL!d’acide!métaphosphorique!
et! agités! par! vortex! pendant! 1! minute.! Les! cellules! sont! centrifugées! pendant! 3! minutes! et! le!
surnageant!est!récupéré!pour!le!dosage!du!glutathion.!50!µL!d’eau!stérile!sont!ajoutés!au!surnageant!
puis! l’échantillon!est!soniqué! jusqu’à!complète!solubilisation!et!passé!sur!colonne!HPLC.!Le!dosage!
de!protéines!est!réalisé!en!parallèle!(avant!la!déprotéinisation).!
!
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V. 2. Mesure de l’activité superoxyde dismutase (SOD) 
! La!SOD!est!une!enzyme!de!la!machinerie!antioxydante!qui!catalyse!la!dismutation!de!l’anion!
superoxyde!avec! l’eau!pour!donner!une!autre!espèce!radicalaire,! le!peroxyde!d’hydrogène.!La!SOD!
est!présente!dans!la!cellule!sous!deux!isoformes!:!SOD1!(Cu/Zn=SOD)!qui!est!cytoplasmique!et!dans!
l’espace! inter=membranaire! de! la! mitochondrie! et! SOD2! (Mn=SOD)! localisée! dans! la! matrice!
mitochondriale.!SOD3!(Cu/Zn=SOD)!est!une!isoforme!extracellulaire.!
! Le! principe! du! dosage! repose! sur! la! propriété! d’auto=oxydation! du! pyrogallol! en! présence!
d’EDTA,! réaction! inhibée! par! la! SOD.! Le! dosage! est! basé! sur! la! compétition! entre! la! réaction!
d’oxydation!du!pyrogallol!par!les!ROS!et!de!leur!dismutation!par!la!SOD.!Une!unité!enzymatique!est!
définie! comme! la! quantité! d’enzyme! capable! d’inhiber! 50!%! de! l’oxydation! du! pyrogallol! dans! les!
conditions!de!dosage.!
Détermination!du!volume!de!pyrogallol!nécessaire!pour!le!dosage!
! La!Do!du!pyrogallol!à!420!nm!doit!être!de!0,022!maximum,!dans!le!tampon!Tris=DTPA.!Cette!
absorbance!maximum!représente!le!0!%!d’inhibition.!Ainsi,! la!Do!de!1,9!mL!de!tampon!est!lue!avec!
30!à!50!µL!de!pyrogallol!(10!mM).!La!lecture!est!effectuée!exactement!45!secondes!après!agitation!
de! la!cuve!par! retournement!et!pendant!2!minutes.!Le!volume!nécessaire!de!pyrogallol! (volume!x)!
est!relevé!et!sera!le!même!tout!le!long!du!dosage.!!
Préparation!de!la!gamme!avec!la!SOD!bovine!
! La!SOD!bovine!est! reprise!avec!un! tampon!Tris=acide!cacodylique!50mM/DTPA!1!mM!(Tris=
DTPA)!(Sigma)!à!une!concentration!finale!de!75!unités/mL.!Puis!elle!est!extraite!avec!une!solution!de!
Chloroforme/Ethanol!(3!volumes!de!Chloroforme!pour!5!volumes!d’éthanol)!par!une!centrifugation!
de!20!minutes!à!4000!rpm,!à!4°C.!Le!surnageant!est!récupéré!et!sert!pour!le!dosage.!
Puis!la!SOD!bovine!est!diluée!dans!le!Tampon!Tris=DTPA!(dans!la!glace)!comme!suivant!:! !
Dilution! 1/100! 1/50! 1/20! 1/10! 1/8! 1/4! 3/8!
Tampon!(!µL)! 396! 392! 380! 360! 350! 300! 150!
SOD!(!µL)! 4! 8! 20! 40! 50! 100! 90!
!
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La!Do!est!mesurée!pour!50!µL!de!SOD!bovine!à!chaque!dilution,!dans!1,9!mL!de!Tris=DTPA!et!
le! volume! x! de! pyrogallol.! A! chaque!mesure,! la! cuve! est! homogénéisée! par! retournement! et! lue!
exactement!45!secondes!après!le!début!de!la!réaction,!pendant!2!minutes.!
Dosage!des!échantillons!
Le! dosage! a! été! réalisé! à! partir! de! culots! de! cellules!HeLa! transfectées! avec! siContrôle! ou!
siOPA1.! L’activité! de! la! SOD!n’a! pas! pu! être! déterminée!dans! les! neurones.! Les! cellules!HeLa! sont!
lysées!dans!250!µL!de!la!solution!Assay!Buffer!(kit!du!dosage!de!l’activité!de!l’aconitase,!Bioxitech)!à!
l’aide!du!«!tissue!lyser!»!(Qiagen)!(2!minutes!à!25!battements!par!minutes).!
Trois! dosages! sont! réalisés! par! échantillon! dans! 1,9! mL! de! Tris=DTPA! et! le! volume! x! de!
pyrogallol!:!1)!20!µL!d’échantillon,!2)!puis!15!µL!(3/4)!et!enfin!3)!10!µL!(1/2).!Avant!chaque!mesure,!
les!cuves!sont!homogénéisées!par! retournement!et! la! lecture!débute!45!secondes!après! l’ajout!de!
l’échantillon,! et! pendant! 2! minutes! à! 420! nm.! Les! trois! dosages! sont! répétés! autant! de! fois! que!
d’échantillons!à!analyser.!
Analyse!des!données!
Le!pourcentage!d’inhibition!de!l’oxydation!du!pyrogallol!est!déterminé!pour!chaque!point!de!
la!gamme!standard!(SOD!bovine)!selon!la!formule!suivante!:!((Do!du!pyrogallol!–!ΔDo!sur!2!minutes!
de! lecture)/Do!du!pyrogallol)!x!100.!La!droite!représentant!le!pourcentage!d’inhibition!en!fonction!
des!dilutions!de!la!gamme!est!tracée!et! l’IC50!(inhibition!à!50!%)!est!déterminé.!L’activité!de!la!SOD!
est!déterminée!en!unité!enzymatique!est!rapportée!à!la!quantité!de!protéines!(dosage!de!Bradford)!
en!!mg.!
!
V. 3. Mesure de l’activité catalase 
La! catalase! est! une! enzyme! de! la! machinerie! antioxydante! qui! décompose! le! peroxyde!
d’hydrogène!(H2O2)!en!eau!et!en!oxygène.!Le!dosage!consiste!en!la!mesure!de!l’oxygène!dégagé!lors!
de!la!réaction!dans!un!échantillon!en!présence!d’H2O2.!
L’activité!de!la!catalase!a!été!mesurée!par!spectrophotométrie!à!partir!d’un!lysat!de!cellules!
HeLa!et!de!neurones,!déplétés!ou!non!pour!OPA1!par!interférence!ARN.!
Dosage!colorimétrique!
! Les!cellules!sont!lysées!dans!100!µL!de!la!solution!Assay!Buffer!(kit!du!dosage!de!l’activité!de!
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l’aconitase,!Bioxitech)!à!l’aide!du!«!Tissue!Lyser!»!(Qiagen)!(2!minutes!à!25!battements!par!minutes).!
La!mesure!de!Do!est!lue!à!partir!de!1!mL!d’une!solution!d’H2O2!(19mM!final)!diluée!dans!du!PBS!1X!et!
de!20!µL!d’échantillon!lysé!ajouté!après!60s!de!lecture!à!240!nm.!La!Do!est!mesurée!à!25°C!pendant!
4!minutes!toutes!les!20!secondes.!Le!reste!de!l’échantillon!est!utilisé!pour!le!dosage!des!protéines!en!
microplaques.!
Analyse!des!données!
Après! avoir! réalisé! le! graphique! de! la! Do! en! fonction! du! temps! de! lecture,! la! pente! de! la!
droite! (ΔDo)!est!déterminée!sur! les!4!à!6!derniers!points!de! la! courbe.! L’activité!de! la! catalase!est!
calculée!selon!la!formule!suivante!:!ΔDo!x!1000/(43,6!x!0,9!x!20!µL!x!0,001!x!quantité!de!protéines!
en!µg).!L’activité!est!exprimée!en!µmoles!de!H2O2!décomposées!par!minute!et!par!mg!de!protéines.!
!
VI. Utilisation de la roténone comme traitement de stress 
oxydant exogène sur les neurones 
Les! neurones! traités! siOPA1! ou! siContrôle! ont! été! incubés! en! présence! de! roténone! pour!
déterminer!l’impact!de!la!drogue!sur!la!viabilité!cellulaire!et!sur!l’état!des!défenses!antioxydantes.!
!
VI. 1. Traitement aigu à la roténone 
! Après!6!jours!de!culture!(DIV6),!les!neurones!sont!incubés!à!37°C,!5!%!CO2!avec!500!nM!ou!1!
µM!de!roténone!pendant!1h.!Le!milieu!de!culture!est!remplacé!à!moitié!par! le!milieu!contenant! la!
drogue! diluée.! Ensuite,! le! milieu! est! éliminé! puis! les! cellules! sont! incubées! avec! du! milieu!
reconditionné!(ayant!été!le!milieu!de!culture!de!neurones!avant!le!traitement!à!la!roténone)!pendant!
3h!à!37°C,!5!%!CO2.!
! Les!cellules!ensemencées!dans!des!boîtes!de!35!mm!de!diamètre!(P35)!sont!grattées,!lavées!
au!PBS!et!congelées!à!=80°C.!Les!culots!de!cellules!sont!utilisés!pour!des!analyses!par!immunoblot.!
! Les!neurones,!ensemencés!dans!des!plaques!24!puits!(200!000!cellules!par!puits),!sont!traités!
au!Bleu!Trypan!pour!déterminer!la!viabilité!cellulaire.!
!
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VI. 2. Traitement chronique à la roténone 
! Après!6!jours!de!culture!(DIV6),!les!neurones!sont!incubés!à!37°C,!5!%!CO2!avec!50!nM!ou!100!
nM! de! roténone! pendant! 24! et! 48h.! Le! milieu! de! culture! est! remplacé! à! moitié! par! le! milieu!
contenant!la!drogue!diluée.!!
! Les!neurones,!ensemencés!dans!des!plaques!24!puits!(200!000!cellules!par!puits),!sont!traités!
au!Bleu!Trypan!pour!déterminer!la!viabilité!cellulaire!à!chaque!temps!d’incubation.!
!
VI. 3. Viabilité cellulaire déterminée par le Bleu Trypan 
La! viabilité! cellulaire! est!mesurée! par! un! test! d’exclusion! au! Bleu! Trypan! (Sigma).! Le! tapis!
cellulaire!est!rincé!deux!fois!dans!du!PBS!1X!puis!incubé!2’30min!avec!du!Bleu!Trypan!dilué!dans!du!
PBS!1X!(0,2!%).!
Le!nombre!de!cellules!«!bleues!»! (mortes)!et!de!cellules!«!blanches!»! (vivantes)!est!compté!
dans!plusieurs!champs!et! la!viabilité!est!déterminée!selon! le! rapport! suivant!:! (nombre!de! cellules!
blanches/(nombre!de!cellules!blanches!+!nombre!de!cellules!bleues))!x!100.!
!
VII. Immunocytofluorescence cellulaire 
VII. 1. Immunocytofluorescence indirecte dans des cellules HeLa 
Protocole!d’immunocytofluorescence!
Les!cellules!HeLa!sont!ensemencées!dans!des!boîtes!de!culture!P100,!contenant!des!lamelles!
en!verre,!après!transfection!avec!un!siContrôle!ou!un!siOPA1.!72h!après!transfection,!les!cellules!sont!
rincées!avec!du!PBS!1X!puis!fixées!avec!3,7!%!de!Formaldéhyde!diluée!dans!du!PBS!1X!et!incubées!à!
température!ambiante!pendant!20!minutes.!Ensuite,!les!cellules!sont!lavées!trois!fois!avec!du!PBS!1X!
et! perméabilisées! avec! une! solution! de! PBS! 1X,! 0,25! %! Triton! X=100! pendant! 5! minutes! à!
température!ambiante.!
Pour& visualiser& le& facteur& de& transcription& NRF2,& il& est& nécessaire& de& réaliser& une& étape& de&
perméabilisation&supplémentaire&au&méthanol&(Z20°C)&pendant&dix&minutes.&
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Ensuite,! les!cellules!sont! lavées!trois! fois!avec!du!PBS!1X!et!saturées!pendant!15!minutes!à!
température!ambiante!avec!une!solution!de!PBS!1X,!3!%!BSA.!Puis,!les!cellules!sont!incubées!pendant!
1h!à!37°C!avec!les!anticorps!primaires!dilués!dans!du!PBS!1X,!3!%!BSA.!Après!trois!lavages!pendant!5!
minutes!dans!du!PBS!1X,!les!cellules!sont!incubées!pendant!45!minutes!à!température!ambiante!avec!
les!anticorps!secondaires!dilués!dans!du!PBS!1X,!3!%!BSA,!à!l’abri!de!la!lumière.!Enfin,!les!cellules!sont!
lavées! deux! fois! pendant! 5! minutes! dans! du! PBS! 1X.! Pour! marquer! les! noyaux,! les! cellules! sont!
incubées! pendant! 5!minutes! à! température! ambiante! avec! du! Hoechst! dilué! dans! du! PBS! 1X! (0,5!
mg/mL)!puis!les!lamelles!sont!rincées!une!fois!au!PBS!1X!et!une!fois!avec!de!l’eau!stérile!avant!d’être!
montées!sur!lame!avec!du!Mowiol.!
Les!observations!sont!réalisées!avec!un!microscope!à!épifluorescence!(Nikon!Eclipse!80i)!ou!
confocal! (Zeiss! 710! Big)! et! les! images! sont! acquises! avec! NIS=Element! (Nikon! Digital! Sight! DSU2!
camera)!ou!le!logiciel!ZEN!2011!puis!traitées!avec!le!logiciel!Image!J.!
Les!anticorps!primaires!et!secondaires!utilisés!
Anticorps! primaires! :! anti=NRF2! (Santa! Cruz! Biotechnology! 1/50ème),! anti=OXPHOS! (Mitosciences!
1/50ème)!et!anti=HSP60!(Sigma!1/100ème).!
Anticorps!secondaires!:!anti=souris!et!anti=lapin!Alexa!594!et/ou!488!(Molecular!Probes,!1/800ème).!
!
VII. 2. Immunocytofluorescence indirecte dans des neurones en culture 
primaire 
Protocole!d’immunocytofluorescence!
Les!neurones!sont!ensemencés!dans!des!boîtes!de!culture!P35!ou!des!plaques!24!puits!sur!
des!lamelles!en!verre,!préalablement!recouvertes!de!poly=D=lysine.!Les!cellules!sont!rincées!avec!du!
PBS!1X!préalablement!chauffé!à!37°C!!puis!fixées!avec!3,7!%!de!Formaldéhyde!diluée!dans!du!PBS!1X!
et!incubées!à!37°C!pendant!20!minutes.!Ensuite,!les!cellules!sont!lavées!deux!fois!avec!du!PBS!1X!et!
perméabilisées!avec!une!solution!de!PBS!1X,!0,3!%!Triton!X=100!pendant!20!minutes!à!température!
ambiante.!
Pour& visualiser& le& facteur& de& transcription& NRF2,& il& est& nécessaire& de& réaliser& une& étape& de&
perméabilisation&supplémentaire&au&méthanol&(Z20°C)&pendant&dix&minutes.&
Ensuite,! les! cellules! sont! lavées! trois! fois! avec! du! PBS! 1X! et! saturées! pendant! 2h! à!
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température!ambiante!avec!une!solution!de!PBS!1X,!10!%!sérum!de!chèvre,!5!%!BSA!et!0,5!%!Tween=
20.!Puis,!les!cellules!sont!incubées!pendant!une!heure!à!37°C!avec!les!anticorps!primaires!dilués!dans!
du!PBS!1X,!10!%!sérum!de!chèvre,!5!%!BSA!et!0,5!%!Tween=20.!Après!trois!lavages!pendant!5!minutes!
dans! du! PBS! 1X,! 10! %! sérum! de! chèvre,! 5! %! BSA! et! 0,5! %! Tween=20,! les! cellules! sont! incubées!
pendant!40!minutes!à!température!ambiante!avec!les!anticorps!secondaires!dilués!dans!du!PBS!1X,!
10!%! sérum!de! chèvre,! 5!%!BSA! et! 0,5!%! Tween=20,! à! l’abri! de! la! lumière.! Enfin,! les! cellules! sont!
lavées!deux!fois!pendant!5!minutes!dans!du!PBS!1X,!10!%!sérum!de!chèvre,!5!%!BSA!et!0,5!%!Tween=
20!et!rincées!une!fois!pendant!5!minutes!dans!du!PBS!1X.!Pour!marquer!les!noyaux,!les!cellules!sont!
incubées! pendant! 5!minutes! à! température! ambiante! avec! du! Hoechst! dilué! dans! du! PBS! 1X! (0,5!
mg/mL)!puis! les! lamelles!sont!rincées!une!fois!au!PBS!1X!et!plongée!très!rapidement!dans!de! l’eau!
stérile!avant!d’être!montées!sur!lame!avec!du!Mowiol.!
Les!observations!sont!réalisées!avec!un!microscope!à!épifluorescence!(Nikon!Eclipse!80i)!ou!
confocal! (Zeiss! 710! Big)! et! les! images! sont! acquises! avec! NIS=Element! (Nikon! Digital! Sight! DSU2!
camera)!ou!le!logiciel!ZEN!2011!puis!traitées!avec!le!logiciel!Image!J.!
Les!anticorps!primaires!et!secondaires!utilisés!
Anticorps! primaires! :! anti=NRF2! (Santa! Cruz! Biotechnology! 1/50ème),! anti=OXPHOS! (Mitosciences!
1/50ème),!anti=MAP2!(Sigma!1/1000ème)!et!anti=ß=3=tubuline!(Sigma!1/1000ème).!
Anticorps!secondaires!:!anti=souris!et!anti=lapin!Alexa!594!et/ou!488!(Molecular!Probes,!1/800ème).!
Détermination!du!nombre!de!nucléoïdes!par!immunocytofluorescence!
Le! protocole! reste! le! même! que! celui! décrit! ci=dessus.! Cependant,! la! saturation! et!
l’incubation!des!anticorps!primaires!et!secondaires!se!font!dans!un!tampon!différent!:!de!la!BSA!10!%!
finale!diluée!dans!du!PBS!1X!(le!Tween!20!et! le!sérum!de!chèvre!sont!retirés).!L’anticorps!primaire!
utilisé!est!directement!adressé!aux!paires!de!bases!de!l’ADN!et!donc!permet!de!visualiser!le!noyau!et!
les! nucléoïdes! dans! les!mitochondries! (anti=ADN,! Progen,! 1/50ème).! Cet! anticorps! est! de! type! IgM,!
d’origine! de! souris.! L’anticorps! secondaire! choisi! est! donc! de! type! IgM! couplé! à! de! l’alexa! 488,!
d’origine!de!chèvre!(Molecular!Probes,!1/1000ème).!
La! quantification!de! l’ADN!mitochondrial! est! réalisée! à! l’aide!du! logiciel! Volocity=3D! Image!
Analysis.!Après!avoir!pris!les!images!au!confocal!(Zeiss!710!Big),!le!seuil!de!détection!de!l’intensité!de!
fluorescence! est! déterminé! et! les! noyaux! sont! exclus! de! l’analyse.! L’intensité! de! fluorescence!
cytoplasmique,! correspondante!aux!nucléoïdes,! est! alors!mesurée.! Seuls! les! éléments! intégrés! aux!
mitochondries!sont!pris!en!compte!(comptage!des!nucléoïdes!(vert)!dans!les!mitochondries!(rouge)).!!
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!
VIII. Techniques relatives à la biochimie des protéines 
VIII. 1. Extraction de protéines (cellules HeLa, neurones, fibroblastes humains 
et organes de souris) 
Extraction!protéique!à!partir!de!cellules!HeLa!
! Trois!jours!après!transfection!par!siOPA1!ou!siContrôle,!les!cellules!sont!grattées,!lavées!dans!
du!PBS!1X!et! lysées!dans!un!tampon!RIPA!(Tris!pH!7,5!50!mM,!NaCl!250!mM,!EDTA!5!mM,!EGTA!5!
mM,! DTT! 1! mM,! Triton! 0,1! %,! SDS! 0,1! %,! Dioxycholate! 1! %,! NP40! 1! %,! inhibiteurs! de! protéases!
Cocktail!Tablets!Roche®!1X)!pendant!30!minutes!à!4°C!en!agitant!par!vortex!toutes!les!5!minutes.!Les!
échantillons! sont! ensuite! centrifugés! à! 14000! rpm!pendant! 10!minutes! à! 4°C! et! le! surnageant! est!
récupéré!et!les!protéines!sont!dosées!selon!la!technique!de!Bradford.!Les!extraits!sont!repris!avec!le!
tampon!de!charge!LSB!(Laemmi!Sample!Buffer)!1X!final!et!conservés!à!=80°C.!
Extraction!protéique!à!partir!de!neurones!
! Six!jours!après!transfection!des!neurones!par!siOPA1!ou!siContrôle,!les!cellules!sont!grattées!
et!lavées!dans!du!PBS!1X!puis!reprises!avec!le!tampon!de!charge!LSB!(Laemmi!Sample!Buffer)!2X!final.!
La!lyse!cellulaire!est!effectuée!par!10!minutes!de!sonication!à!bain!(1!minute!ON,!1!minute!OFF),!puis!
les!protéines!sont!conservées!à!=80°C.!
Extraction!protéique!à!partir!de!fibroblastes!humains!
Les!cellules!sont!grattées,!lavées!dans!du!PBS!1X!et!lysées!dans!un!tampon!RIPA!(Tris!pH!7,5!
50!mM,!NaCl!250!mM,!EDTA!5!mM,!EGTA!5!mM,!DTT!1!mM,!Triton!0,1!%,!SDS!0,1!%,!Dioxycholate!
1!%,!NP40!1!%,! inhibiteurs!de!protéases!Cocktail!Tablets!Roche®!1X)!pendant!30!minutes!à!4°C!en!
agitant!par!vortex!toutes!les!5!minutes.!Les!échantillons!sont!ensuite!soniqués!pendant!10!minutes!(1!
minute!ON,!1!minute!OFF)!puis!centrifugés!à!14000!rpm!pendant!10!minutes!à!4°C.!Le!surnageant!est!
récupéré!et!les!protéines!sont!dosées!selon!la!technique!de!Bradford.!Les!extraits!sont!repris!avec!le!
tampon!de!charge!LSB!(Laemmi!Sample!Buffer)!1X!final!et!conservés!à!=80°C.!
Extraction!protéique!à!partir!de!cortex!de!souris!
Un!morceau!de!cortex!(environ!1/20ème!du!cortex)!est!repris!avec!1!mL!de!tampon!RIPA!(Tris!
pH! 7,5! 50! mM,! NaCl! 250! mM,! EDTA! 5! mM,! EGTA! 5! mM,! DTT! 1! mM,! Triton! 0,1! %,! SDS! 0,1! %,!
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Dioxycholate!1!%,!NP40!1!%,!inhibiteurs!de!protéases!Cocktail!Tablets!Roche®!2X).!Le!tissu!est!broyé!
dans!un!premier!temps!par!10!coups!de!potter!(tige!loose)!puis!le!contenu!de!l’échantillon!est!passé!
au!vortex!toutes!les!5!minutes!pendant!30!minutes.!Après!sonication!(à!la!tige!:!Amplitude!40%,!Pulse!
6!sec!ON!et!6!sec!OFF,!Temps!1!minute),!l’échantillon!est!centrifugé!à!14!000!rpm!à!4°C,!pendant!10!
minutes.!Le!surnageant!est!récupéré!puis! les!protéines!sont!dosées!selon! le!protocole!microplaque!
ci=dessous.!
Extraction!protéique!à!partir!de!rétine!de!souris!
Les!rétines!(pour!une!souris)!sont!reprises!avec!100!µL!de!RIPA!(Tris!pH!7,5!50!mM,!NaCl!250!
mM,! EDTA!5!mM,! EGTA!5!mM,!DTT!1!mM,! Triton!0,1!%,! SDS!0,1!%,!Dioxycholate! 1!%,!NP40!1!%,!
inhibiteurs!de!protéases!Cocktail!Tablets!Roche®!2X)!puis!l’échantillon!est!passé!au!vortex!toutes!les!
5!minutes!pendant!30!minutes.!Après!sonication!(à!la!tige!:!Amplitude!40%,!Pulse!6!sec!ON!et!6!sec!
OFF,! Temps! 1! minute),! l’échantillon! est! centrifugé! à! 14! 000! rpm! à! 4°C,! pendant! 10! minutes.! Le!
surnageant! est! récupéré! puis! les! protéines! sont! dosées! selon! la! technique! de! Bradford! décrite! ci=
dessous.!!
Dosages!protéiques!
• Dosage!de!Bradford!
! Le! dosage! est! réalisé! dans! des! cuves! contenant! 10! µL! d’échantillon! dilué! au! 1/10ème! (en!
triplicate)!et!1!mL!de!la!solution!Bradford!(Biorad)!dilué!au!1/5ème!dans!de!l’eau!stérile.!La!Do!est!lue!à!
595!nm!10!minutes!après!le!début!de!la!réaction.!Une!gamme!d’IgG!(Biorad)!est!réalisée!en!parallèle!
avec!0,!5,!10,!15,!20!et!25!µg!de!la!protéine.!
• Dosage!en!microplaque!
2!µL!d’échantillon!sont!déposés!en!quadruplicat!dans!une!plaque!96!puits.!Une!gamme!d’IgG!
est!réalisée!avec!0,!0,5,!1,!1,5,!2,!2,5,!3,!4,!5,!6,!8!et!10!µg!de!la!protéine.!Les!volumes!des!échantillons!
et!de!la!gamme!sont!ajustés!à!12!µL!final!avec!de!l’eau!distillée.!Le!dosage!est!réalisé!à!l’aide!du!Kit!
DC!Protein!Assay!(Biorad)!en!utilisant!un!lecteur!de!plaque!(Perkin!Elmer)!à!750!nm.!
!
VIII. 2. Immunoblot 
! Les!immunoblots!ont!été!réalisés!à!partir!de!protéines!issues!de!cellules!HeLa!et!de!neurones!
transfectés!avec!siContrôle!ou!siOPA1,!et!de!fibroblastes!humains.!
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Immunoblot!
Après! extraction! et! dosage! des! protéines,! les! échantillons! repris! dans! du! LSB1X! final! sont!
chauffés! à! 95°C! pendant! 5! minutes! et! les! protéines! (50! à! 100! µg)! sont! séparées! par! SDS=PAGE!
(migration! pendant! la! nuit! à! 45V).! Après! un! transfert! semi=sec! ou! liquide! sur! membrane! de!
nitrocellulose!en!présence!de!tampon!de!transfert!(TGS!1X,!éthanol!20!%),!la!membrane!est!colorée!
au! rouge!ponceau!puis! lavée! trois! fois!pendant!10!minutes! avec!du!TBST!0,2!%.! La!membrane!est!
ensuite!saturée!une!heure!dans!une!solution!de!TBST/lait!5!%!puis!incubée!en!présence!de!l’anticorps!
primaire!dilué!dans!du!TBST/lait!à!4°C!sur!la!nuit.!Après!trois!lavages!de!10!minutes!au!TBST!0,2!!%,!la!
membrane! est! incubée! avec! l’anticorps! secondaire! dilué! dans! du! TBST/lait! pendant! 1! heure! à!
température! ambiante.! Trois! derniers! lavages! au! TBST! 0,2! %! sont! réalisés! et! les! protéines! sont!
révélées!par!chimioluminescence!avec!le!kit!ECL!(PerkinElmer®)!et!des!films!adaptés.!
Les!anticorps!primaires!et!secondaires!utilisés!
Anticorps! Dilution! Fournisseur! Anticorps! Dilution! Fournisseur!
OPA1! 1/300! BD=Biosciences! ATP5C1! 1/500! Abgent!
Actine! 1/25000! Chemicon! Aconitase! 1/500! Abcam!
HSP60! 1/8000! Sigma! SOD1! 1/2000! Epitomics!
OXPHOS! 1/200! Mitosciences! SOD2! 1/2000! Epitomics!
NDUFB4! 1/500! Mitosciences! Catalase! 1/3000! Abcam!
NDUFA9! 1/100! Mitosciences! Citrate!synthase! 1/3000! Abcam!
SDHA! 1/1000! Abcam! NQO1! 1/3000! Abcam!
Core!1! 1/500! Invitrogen! GSTP1! 1/8000! Oxford!biochem.!Research!
COX!IV! 1/250! Cell!signaling!technology! FHC! 1/500! Abcam!
ATP5H! 1/5000! Abcam! FLC! 1/4000! Abcam!
Anti;Mouse!HRP! 1/10000! Abcam! Anti;Rabbit!HRP! 1/10000! Abcam!
 
IX. Techniques utilisées pour les expériences de protéomique 
IX. 1. Préparation de mitochondries issues de neurones 
! Les!mitochondries!ont!été! isolées!à!partir!de!neurones!en!culture!primaire.!Quatre!millions!
de!cellules!ont!été!ensemencées!par!boîte!de!10cm!de!diamètre!(P100)!préalablement!recouverte!de!
poly=D=lysine!au!5X.!
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! Les!neurones!sont!grattés!dans!le!milieu!de!culture!9!jours!(DIV9)!après!ensemencement!et!
centrifugés!à!600!g!pendant!5!minutes!à!4°C.!Les!culots!cellulaires!sont!rincés!au!PBS1X!et!centrifugés!
à! nouveau! à! 600! g! pendant! 5! minutes! à! 4°C.! Les! culots! de! cellules! sont! ensuite! repris! dans! du!
Tampon!MB!(mannitol!210!mM,!sucrose!70!mM,!EDTA!1!mM,!HEPES!10!mM,!inhibiteurs!de!protéases!
1X!(Roche))!et!fractionnés!au!potter!(130!dounces).!La!suspension!est!centrifugée!à!800!g!pendant!10!
minutes!à!4°C!pour!faire!sédimenter!les!cellules!non!lysées!et!les!noyaux.!Le!surnageant!est!conservé!
à! 4°C! et! le! culot! a! été! repris! dans! du! Tampon!MB! et! fractionné! une! nouvelle! fois! au! potter! (50!
dounces).! Après! centrifugation! pendant! 10!minutes! à! 800! g! à! 4°C,! le! surnageant! est! récupéré! et!
mélangé!avec!le!surnageant!précédant!pour!être!centrifugé!à!10!000!g,!15!min,!à!4°C!afin!de!séparer!
le! culot! de! mitochondries! du! cytosol! et! des! membranes! dites! légères.! Le! culot! de! mitochondrie!
obtenu!est!lavé!avec!du!tampon!MB!et!les!protéines!mitochondriales!sont!dosées!par!la!méthode!de!
Bradford!(Biorad)!après!solubilisation!par!ajout!de!Triton!X=100!0,2!%!final.!
!
IX. 2. Co-immunoprécipitation sur mitochondries isolées 
Cross;link!des!protéines!mitochondriales!
! Après!préparation!des!mitochondries!à!partir!de!neurones!en!culture!primaire,! le! culot!est!
repris!à!une!concentration!de!6!!mg/mL!dans!du!Tampon!MB!contenant!un!agent!pontant!réversible,!
le!DithiobisSuccinimidylPropionate!(DSP,!1!mM!final,!Molecular!Probes)!pendant!2!heures!à!4°C.!La!
réaction!a!été! stoppée!par!ajout!de!125!mM! final!de!glycine!pH!7,5.! L’échantillon!est! centrifugé!à!
12000!g!pendant!5!minutes,!à!4°C!pour!obtenir!un!culot!de!mitochondries!qui!peut!être!lysé!de!suite!
ou!congelé!à!=80°C.!
Lyse!des!mitochondries!
! Le!culot!de!mitochondries!une!fois!cross=linké!est!repris!avec!800!µL!de!Tampon!d’interaction!
1!%!Triton!X=100!(Tris=HCl!pH!7,5!50!mM,!NaCl!250!mM,!EDTA!5!mM,!EGTA!5!mM,!1!%!Triton!X=100,!
inhibiteurs!de!protéases!1X!(Roche))!et!incubé!15!minutes!dans!la!glace!en!agitant!par!vortex!toutes!
les!5!minutes.!Les!mitochondries!sont!lysées!par!sonication!(cycle!on/off!de!6!secondes,!amplitude!40,!
pendant! 1! minute!;! Ultrasonic! Processor! 130! Watts)! puis! incubées! une! nouvelle! fois! sur! glace!
pendant!15!minutes.!L’échantillon!est!centrifugé!à!25000!g,!15!minutes!à!4°C!puis!les!protéines!sont!
dosées! dans! la! fraction! soluble! par! la! méthode! de! Bradford! (Biorad).! Un! aliquot! de! protéines!
mitochondriales!est!mis!de!côté!et!a!servi!d’«!input!»!lors!du!dépôt!dans!le!gel!SDS=PAGE.!
Cross;link!des!billes!magnétiques!couplées!à!la!protéine!G!et!de!l’anticorps!anti;OPA1!
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! Pour!environ!3!mg!de!protéines!mitochondriales,!250!µL!de!billes!(Invitrogen)!couplées!à! la!
protéine!G!sont! lavées!3!fois!avec!une!solution!d’HEPES!pH!7,5!(20!mM!final),!à! l’aide!du!dispositif!
aimanté!(DynaMag=2,!Invitrogen).!
! Pour!l’approche!de!protéomique,!les!billes!sont!ensuite!incubées!dans!20mM!d’HEPES!pH!7,6!
pendant! 30! minutes! à! température! ambiante! (sur! roue)! avec! l’agent! pontant! irréversible!
Bis[sulfosuccinimidyl]! suberate! (BS3,! 5! mM! final,! Sigma)! et! 20! µg! d’anticorps! anti=OPA1! (BD!
Biosciences)! pour! la! condition! IP+! ou! sans! anticorps! pour! la! condition! IP=.! Pour! les! étapes! de!
validation!de!candidats!par!immunoprécipitation!(IP),!une!nouvelle!condition!contrôle!a!été!étudiée!:!
des!billes!ont!été!incubées!avec!un!mélange!d’anticorps!issu!de!sérum!de!souris!(Sigma).!!
L’arrêt! du! cross=link! est! réalisé! avec! une! solution! de! Tris! HCL! pH! 7,5,! 1! M! (50! mM! final)!
pendant!15!minutes,!dans!la!glace.!Puis!les!billes!sont!lavées!3!fois!avec!ce!même!tampon.!
Co;immunoprécipitation!
! La!même!quantité!de!protéines!est!incubée!avec!les!billes!+/=!anticorps!anti=OPA1!dans!une!
solution! sans! Triton! X=100! (Tris=HCl! pH! 7,5! 50! mM,! NaCl! 250! mM,! EDTA! 5! mM,! EGTA! 5! mM,!
inhibiteurs!de!protéases!1X! (Roche))! jusqu’à! l’obtention!d’une!concentration! finale!de!Triton!X=100!
égale!à!0,25!%.!L’incubation!est!réalisée!sur!la!nuit!à!4°C!(sur!roue).!!
! Le! surnageant! est! récupéré! et! constitue! la! fraction! «!non! retenue!».! Les! billes! sont! lavées!
trois! fois!dans!un!Tampon!d’interaction!0,1!%!Triton!X=100! (Tris=HCl!pH!7,5!50!mM,!NaCl!250!mM,!
EDTA!5!mM,!EGTA!5!mM,!0,1!%!Triton!X=100,!inhibiteurs!de!protéases!1X!(Roche))!puis!reprises!par!
un!volume!de!tampon!LSB!2X!(50!à!60!µL).!Les!billes!sont!chauffées!à!95°C!pendant!30!minutes!pour!
dénaturer! l’intéraction! antigène=anticorps! et! rompre! les! pontages! effectués! par! le! DSP.! Les!
surnageants!des!conditions!IP+!et!IP=!contenant!les!protéines!dénaturées!sont!récupérés!et!déposés!
sur! un! gel! SDS=PAGE.! Les! protéines,! dont! OPA1,! sont! révélées! par! immunoblot,! ou! le! gel! est!
entièrement!coloré!à!l’argent.!
!
IX. 3. Coloration d’un gel SDS-PAGE à l’argent 
! Les! protéines,! destinées! à! être! analysé! au! spectromètre! de! masse! à! la! plateforme! de!
protéomique!à!l’Hôpital!Necker!(Paris),!ont!été!déposées!sur!un!gel!SDS=PAGE.!Après!migration!des!
échantillons!au!cours!de!la!nuit,!le!gel!a!été!récupéré!et!coloré!à!l’argent!à!l’aide!d’un!kit!Pierce!Silver!
Stain!for!Mass!Spectrometry!(Thermo!Scientific)!en!suivant!les!recommandations!du!fournisseur.!
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Coloration!
Dans!un!premier!temps,!le!gel!est!rincé!deux!fois!pendant!5!minutes!dans!de!l’eau!ultrapure.!
Ensuite,!le!gel!est!incubé!deux!fois!15!minutes!dans!la!solution!de!fixation!(30!%!éthanol,!10!%!acide!
acétique),! changée! entre! les! deux! lavages.! Le! gel! est! lavé! deux! fois! 5! minutes! dans! une! solution!
d’éthanol!à!10!%,!puis!rincé!une!nouvelle!fois!dans!deux!bains!de!5!minutes!avec!de!l’eau!ultrapure.!
Puis! le! gel! est! incubé!exactement!une!minute!dans! solution!Silver! Stain! Sensitizer.! Le!gel! est! rincé!
rapidement!deux!fois!avec!de!l’eau!puis! incubé!5!minutes!dans!la!solution!Silver!Stain!Enhancer.!Le!
gel!est!rincé!rapidement!deux!fois!20!secondes!avec!de!l’eau!et!incubé!immédiatement!après!avec!la!
solution!Developer.!Le!temps!d’incubation!ici!dépend!de!l’apparition!des!bandes,!et!n’excède!pas!2!à!
3!minutes!en!général.!Une! fois! le!profil! de!bandes!attendu,! le!gel!est! incubé!10!minutes!avec!une!
solution!d’acide!acétique!à!5!%.!Dès! lors,! le! gel!peut!être!excisé!et! conservé!à!4°C!dans!de! l’acide!
acétique!à!3!%!final.!
!
IX. 4. La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF 
Le!principe!général!
La!spectrométrie!de!masse!est!une!technique!d’analyse!qui!permet!de!détecter!et!d’identifier!
des!molécules!d’intérêts!contenues!dans!un!échantillon.!Le!principe!de!cette!technique!repose!sur!la!
possibilité! pour! un! flux! d’ions! en! phase! gazeuse! d’être! dévié! par! un! champ! électrique! et/ou!
magnétique,!les!trajectoires!étant!proportionnelles!à!la!masse!et!à!la!charge!de!chacun!des!ions.Un!
spectromètre!de!masse!comporte!toujours!:!1)!une!source!d’ionisation!(passage!de! l’échantillon!en!
phase!gazeuse!et!ionisation!des!molécules),!2)!un!analyseur!(séparation!des!ions!en!fonction!de!leur!
rapport!masse/charge!(m/z)),!3)!un!détecteur!(il!permet!la!détection!des!ions!préalablement!triés!et!
fournit!un!signal!électrique!proportionnel!au!nombre!d’ions!détectés)!et!4)!un!système!de!traitement!
informatique!du!signal!pour!visualiser!les!spectres.!
Certaines! protéines! ont! des! poids! moléculaires! élevés,! ce! qui! peut! empêcher! une! lecture!
correcte!au!spectromètre!de!masse.!Ainsi,!les!échantillons!sont!préalablement!digérés!par!la!trypsine!
qui! clive! les! protéines! au! niveau! d’acides! aminés! basiques! (lysine! ou! arginine),! pour! donner! des!
peptides!de!plus!petites!tailles.!!
La!technique!MALDI;TOF!
Le! MALDI,! avec! l’ElectroSpray! Ionization! (ESI),! est! une! méthode! de! ionisation! douce! de!
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l’échantillon.! La! technique!MALDI!consiste!à!mélanger!en!excès!une!solution!organique!saturée!de!
cristaux,! appelée! matrice,! avec! l’échantillon! à! analyser.! La! matrice! et! l’échantillon! co=cristallisent!
sous!l’effet!du!séchage.!La!plaque!est!alors!irradié!brièvement!par!un!faisceau!laser!dirigé!sur!un!petit!
point! de! la! surface! du! cristal! (0,05! à! 0,2! mm! de! diamètre).! Pour! obtenir! un! spectre! correct,! des!
centaines!de!tirs!laser!sont!impulsés!sur!la!cible!pour!maximiser!le!processus!d’ionisation.!
La! matrice! est! essentielle! au! succès! de! l’ionisation! de! l’échantillon.! En! effet,! l’absorption!
d’énergie!du!laser!par!les!molécules!de!la!matrice!entraîne!la!désorption!(passage!en!phase!gazeuse)!
des!ions!du!mélange!matrice=échantillon.!Lors!du!passage!en!phase!gazeuse,!des!ions!sont!transférés!
des!molécules! de! la!matrice! à! l’échantillon,! pour! former! des! ions!mono! ou!multichargés.! Les! ions!
produits!par!la!technique!MALDI!sont!majoritairement!monochargés.!Ainsi,!les!différentes!protéines!
se!chargent!positivement!ou!négativement!en!fonction!de!leurs!structures!peptidiques.!
La!méthode!de!ionisation!MALDI!peut!être!associée!à!la!technique!TOF!(Time!Of!Flight)!ou!«!
temps!de! vol! ».! Ce!mode!d’analyse!permet!d’obtenir! une!haute! résolution!pour!des!molécules!de!
poids! moléculaires! élevés! (Wiley! and! McLaren,! 1955).! Dans! la! technique! MALDI=TOF,! les! ions!
produits!par! le!mélange!matrice=échantillon! sont! introduits! simultanément!dans!un! tube!de! vol! et!
retenus! dans! une! région! libre! avant! d’être! accélérés! par! une! impulsion! électrique! induisant! une!
différence!de!potentiel! (utilisée!pour!extraire! les! fragments!positifs!ou! les! fragments!négatifs).! Les!
protéines! ionisées! passent! ensuite! dans! le! tube! de! vol! maintenu! sous! vide! et! sont! séparés! en!
fonction!de! leur!vitesse!et!donc!de! leur!masse,!avant!d’atteindre! le!détecteur.!Le!temps!de!vol!des!
ions!est!inversement!proportionnel!à!leur!masse.!Ainsi!les!ions!ayant!une!masse!élevée!atteindront!le!
détecteur!plus!lentement!que!les!ions!de!petites!masses!moléculaires.!Les!signaux!enregistrés!par!le!
détecteur! sont! traités! informatiquement.! La! mesure! électrodynamique! des! ratios! m/z! permet! de!
générer!un!spectre.!!
L’ensemble!des!spectres!obtenus!est!analysé! in&silico!à! l’aide!du! logiciel!Mascot.!Ce!dernier!
reconstitue! les!peptides!détectés!en! fonction!de! leur!m/z!en!se!basant!sur!une!banque!de!donnée!
théorique.!De!plus,!Mascot!permet!de! renseigner! le! nombre!de!peptides!utilisés!pour! caractériser!
chaque!protéine!de!l’échantillon!et!le!score!obtenu.!Plus!le!nombre!de!peptides!est!important,!plus!la!
probabilité!d’avoir!identifié!la!bonne!protéine!est!élevée.!De!plus,!le!score!permet!de!déterminer!le!
niveau!de!confiance!d’un!spectre!MS/MS!vis=à=vis!d’une!séquence!d’acides!aminés!présente!dans!la!
banque!de!données.!
!
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ANNEXES 
I. FUNDC2, une nouvelle protéine surexprimée dans des 
cellules invalidées pour OPA1 
I. 1. Contexte et objectifs 
Suite!à!une!étude!de!protéomique!différentielle!quantitative!réalisée!en!2006=2007,!l’équipe!
a!mis!en!évidence!des!variations!d’expression!de!plusieurs!protéines,!principalement!mitochondriales,!
consécutives!à!la!perte!d’OPA1!dans!des!cellules!HeLa.!L’une!d’entre!elles!était!la!protéine!FUNDC2!
(FUN14!Domain!Containing!2).!Pour!valider!les!résultats!obtenus!en!protéomique,!nous!avons!réalisé!
des! immunoblots! anti=FUNDC2! et! constaté! que! l’expression! de! cette! protéine! est! augmentée!
d’environ!40!%!dans!des!cellules!HeLa!invalidées!pour!OPA1!par!interférence!ARN!(Figure!1).!!
Le! gène,! codant! cette! protéine! de! 20676! Da! (189! acides! aminés),! est! localisé! sur! le!
chromosome!X!à!la!position!q28!et!sa!fonction!reste!à!ce!jour!inconnue.!Ce!gène!a!été!évoqué!dans!
deux! publications!;! sa! délétion! n’a! pas! été! corrélée! avec! la! pathogenèse! des! patients! atteints!
d’hémophilie!A! (Campbell! et! al.! 2007)!ou!de!myopie! (Radhakrishna!U!et! al.! 2011).!Des! recherches!
réalisées! in& silico& prédisent! une! localisation! mitochondriale! de! FUNDC2! et! une! séquence! MIS!
(Mitochondrial!Import!Sequence)!serait!localisée!dans!les!26!premiers!acides!aminés!de!la!protéine.!
Les!problématiques!que!nous!nous!sommes!posées!:!comment!la!perte!d’OPA1,!une!protéine!
de!fusion!des!membranes! internes!mitochondriales,! induit! l’augmentation!de! la!quantité!protéique!
de!FUNDC2!?!Existe=t=il!un! lien!entre! la!dynamique!mitochondriale!et! l’expression! intracellulaire!de!
FUNDC2!?!
Une! autre! protéine! de! cette! famille,! FUNDC1,! est! impliquée! dans! les! processus! de!
mitophagie! (Liu! et! al.! 2011).! En! effet,! FUNDC1,! localisé! au! niveau! de! la! membrane! externe! des!
mitochondries,! sert!de! récepteur!à! la!protéine!LC3!et!permet!ainsi! le! recrutement!de!phagosomes!
pour! induire! l’autophagie! des! mitochondries.! Les! protéines! FUNDC1! et! FUNDC2! présentent! une!
homologie!de!séquence!de!82!%.!Ces!deux!protéines!ont=elles!la!même!fonction!dans!le!processus!de!
mitophagie!?!FUNDC2!est=elle!également!ancrée!dans!la!membrane!externe!des!mitochondries!?!!
Dans! un! premier! temps,! nous! nous! sommes! focalisés! sur! l’analyse! de! la! localisation!
intracellulaire!de!FUNDC2!endogène!et!de!son!expression!subcellulaire.!Puis,!nous!nous!sommes!! !
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Figure!1!–!Expression!de!FUNDC2!dans!des!cellules!HeLa!déplétées!pour!OPA1!
La! quantité! de! FUNDC2! a! été! déterminée! par! immunoblot! (n=3)! à! partir! d’enrichissements!
mitochondriaux! issus! de! cellules!HeLa! invalidées! (siOPA1)! ou!non! (siCtrl)!pour!OPA1.!Le! niveau!
d’expression! a! été! quantifié! sur! la! protéine! mitochondriale! HSP60.! T=test! de! Student! apparié,!
p<0,01**.!U.A!:!Unité!Arbitraire.!
!
Figure!2!–!Immunoblot!anti;FUNDC2!
La! protéine! est! détectée! dans! les! enrichissements! mitochondriaux! et! pas! dans! l’extrait! total!
(cellules!HeLa).!
!
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intéressés! aux! effets! d’une! perte! de! fonction! ou! d’une! surexpression! de! FUNDC2! sur! le! réseau!
mitochondrial,! consécutifs! à! la! transfection! d’ARN! interférant! ou! d’un! vecteur! exprimant! FUNDC2!
étiqueté!EGFP.!
!
I. 2. Modèle expérimental et méthodologie 
I. 2. 1. Perte de fonction de FUNDC2 par une stratégie interférence ARN 
! Les! cellules! HeLa! ont! été! transfectées! avec! un! mélange! de! siRNAs! dirigées! contre! l’ARN!
messager! de! FUNDC2! (Dharmacon! Research).! Pour! visualiser! l’effet! de! la! perte! de! FUNDC2! sur! la!
morphologie! des! mitochondries,! les! cellules! HeLa! transfectées! ont! été! incubées! avec! le! colorant!
intra=vital!MitoTracker!pendant!40!minutes!à!37°C!(Invitrogen).!Ce!composé!diffuse!dans!la!cellule!et!
s’accumule!dans!les!mitochondries!fonctionnelles!ayant!un!potentiel!membranaire!élevé.!
I. 2. 2. Surexpression de FUNDC2 par une stratégie de clonage de l’ADNc de 
FUNDC2 dans le vecteur pEGFP N1 (réalisé par Margaux Dastor) 
L’analyse! de! la! séquence! de! la! protéine! FUNDC2! in& silico! indique! la! présence! d’un! signal!
d’adressage!à!la!mitochondrie!et!d’un!site!de!clivage!au!niveau!des!26!premiers!acides!aminés,!en!N=
terminal!(Target!scan!http://www.cbs.dtu.dk!et!mito!prot!http://ihg.gsf.de/cgi=bin/).!Ainsi,!afin!de!ne!
pas! interférer! avec! le! signal! d’adressage,! nous! avons! choisi! d’étiqueter! FUNDC2! dans! sa! partie! C=
terminale.! Pour! suivre! sa! localisation! intracellulaire,! nous! avons! produit! une! protéine! de! fusion!
traductionnelle!en!amont!de!la!protéine!EGFP,!à!l’aide!du!vecteur!pEGFP!N1.!Nous!avons!opté!pour!
un! clonage! par! PCR! avec! des! amorces! à! queues! flottantes! présentant! les! sites! de! restrictions! de!
BamH1!et!Pst1.!Ces!enzymes!ne!coupent!pas!l’ORF!de!FUNDC2!et!sont!présentes!dans!le!site!multiple!
de!clonage!du!vecteur!pEGFP!N1!(Oligo!forward!:!5’!CCC!!CTG!CAG!GTG!GGA!ATG!GAA!ACA!3’!;!Oligo!
reverse!:!5’!TT!GGC!ATG!GCA!TCC!GCG!GAT!CCA!G!3’).!!!
 
I. 3. Résultats 
I. 3. 1. Localisation intracellulaire de la protéine FUNDC2 et effet de la perte de la 
protéine sur le réseau mitochondrial  
! Aucune! étude! à! ce! jour! ne! montrait! la! localisation! de! FUNDC2,! seules! des! analyses!
prédictives!réalisées!in&silico&la!localisaient!dans!la!mitochondrie.!Nous!avons!donc!réalisé!des!!
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FUNDC2# MitoTracker# Merge#
Figure!3!–!Localisation!intracellulaire!de!FUNDC2!endogène!
Immuno=marquages!anti=FUNDC2!(anticorps!polyclonal)!et!coloration!intra=vitale!au!Mitotracker!
(n=2).!Le!«!merge!»!représente!la!superposition!des!deux!micrographes!(FUNDC2!et!MitoTracker).!!
Echelle&:&5µm.!
!
                                                                                                                                                    Annexes 
! 218!
immunoblots! dirigés! contre! FUNDC2! (anticorps! polyclonal! commercial,! Abcam)! à! partir!
d’enrichissements!mitochondriaux! ou!d’extraits! totaux! issus! de! cellules!HeLa.! La! protéine! FUNDC2!
n’est! pas! détectable! dans! les! extraits! totaux,! alors! qu’elle! est! retrouvée! dans! la! fraction!
mitochondriale! (Figure! 2).! FUNDC2! aurait! donc! une! localisation!mitochondriale! et! serait! en! faible!
abondance! dans! la! cellule.! Après! avoir! réalisé! des! immunocytofluorescences! dirigées! contre! la!
protéine! FUNDC2! dans! des! cellules! HeLa,! nous! avons! pu! montrer! une! localisation! intracellulaire!
principalement!mitochondriale.!En!effet,!le!marquage!de!cette!protéine!présente!une!colocalisation!
partielle! avec! le! réseau! mitochondrial,! révélé! par! le! colorant! intravital! MitoTracker! (Invitrogen)!
(Figure!3).&!
! Afin!de!préciser!la!fonction!de!FUNDC2,!nous!avons!d’abord!étudié!les!conséquences!de!son!
extinction! après! transfection! par! un! ARN! interférant! dans! des! cellules! HeLa.! La! morphologie! des!
mitochondries! observée! 24h,! 48h! ou! 72h! après! transfection! indique! qu’il! n’y! a! pas! de! différence!
entre! le! groupe! contrôle! ou! «!invalidé!»! pour! FUNDC2! (Figure! 4).! Or,! la! quantité! protéique! de!
FUNDC2,! dans! des! enrichissements! mitochondriaux,! indique! qu’il! n’y! a! pas! de! diminution!
d’expression! au! cours! de! la! culture! après! transfection! avec! siFUNDC2.! Le! mélange! de! siRNAs! ne!
semble! pas! être! efficace! pour! diminuer! l’expression! de! la! protéine.! Nous! ne! pouvons! donc! pas!
conclure!sur!l’implication!de!la!protéine!dans!la!morphologie!du!réseau!mitochondrial.!Les!outils!qui!
existent! actuellement! ne! nous! permettent! pas! de! poursuivre! les! investigations! de! la! perte! de!
fonction!de!FUNDC2.!!
! Nous!avons!donc!opté!pour!une!stratégie!alternative!consistant!à!étudier! les!conséquences!
de! la! surexpression! de! FUNDC2! par! transfection! de! cellules! HeLa! avec! des! vecteurs! exprimant! la!
protéine!de!fusion!FUNDC2=EGFP.!
I. 3. 2. Localisation de FUNDC2 et analyse du réseau mitochondrial après 
surexpression (réalisé par Margaux Dastor et Valérie Mils) 
Les! cellules! HeLa! ont! été! transfectées! avec! le! vecteur! exprimant! la! protéine! FUNDC2!
fusionnée!avec!EGFP!en!C!terminal.!24h!et!48h!après!transfection,!les!cellules!ont!été!incubées!avec!
le!colorant! intra=vital!MitoTracker! (rouge).!Dès!24h!de!surexpression,! l’observation!des!cellules!par!
microscopie! à! fluorescence! montre! une! localisation! de! FUNDC2! préférentiellement! au! niveau! du!
réseau!mitochondrial! (Figure!5).!Le!marquage!de!FUNDC2!diminue!en! intensité!à!48h!mais!persiste!
au!niveau!de!la!mitochondrie.!Il!faut!toutefois!noter!une!fluorescence!cytoplasmique!de!FUNDC2!non!
négligeable.!
! !
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siCtrl#
OPA1#
siF# siCtrl# siF# siCtrl# siF#
HSP60#
siContrôle# siFUNDC2#
24h# 24h#
48h#48h#
72h# 72h#
A# B#
Figure!4!–!Tests!d’efficacité!des!siRNA!dirigés!contre!l’ARNm!de!FUNDC2!
(A)! La! protéine! FUNDC2! a! été! quantifiée! dans! des! enrichissements! mitochondriaux! issus! de!
cellules! HeLa! transfectées! par! siContrôle! (siCtrl)! ou! siFUNDC2! (siF)! (n=1).! (B)! En! parallèle,! le!
réseau!mitochondrial!a!été!analysé!(MitoTracker).!Echelle!:!5µm.!
!
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FUNDC2%EGFP# MitoTracker# Hoechst# Merge#
GFP# MitoTracker# Hoechst# Merge#
MitoTracker# Hoechst# Merge#
GFP# MitoTracker# Hoechst# Merge#
FUNDC2%EGFP#
24h#
48h#
Figure!5!–!Analyse!de!la!localisation!intracellulaire!de!FUNDC2!étiquetée!GFP,!dans!des!cellules!
HeLa!transfectées!par!le!vecteur!pEGFP!N1;FUNDC2!
Les!cellules!HeLa,!transfectées!avec!pmaxGFP!(contrôles)!ou!pEGFP!N1=FUNDC2,!ont!été!incubées!
avec!le!colorant!intra=vital!MitoTracker!24h!et!48h!après!transfection.!Echelle!:!10µm.!
!
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La! morphologie! du! réseau! reste! de! type! filamenteux,! comme! dans! les! cellules! contrôles.!
Néanmoins,! à! 24h! de! transfection,! les! mitochondries! semble! péri=nucléaire! alors! qu’à! 48h! cette!
distribution! semble! perdue! (Figure! 5).! Une! analyse! quantitative! de! la! localisation! de! FUNDC2!
intracellulaire! est! en! cours! ainsi! que! le! pourcentage! de! co=localisation! avec! un! marquage!
mitochondrial!(TOM20).!
L’expression!de!la!protéine!de!fusion!FUNDC2=EGFP!a!été!analysée!par!immunobot!(anticorps!
anti=GFP)!à!partir!de!lysats!de!cellules!transfectées!avec!pmaxGFP!(contrôle)!ou!le!vecteur!pEGFP!N1=
FUNDC2.! La! protéine! FUNDC2! est! exprimée! dès! 24h! après! transfection! (Figure! 6).! Après! 48h,! la!
forme!exogène!est!quasiment!«!perdue!».!Cette!diminution!d’expression!de!FUNDC2=EFGP!peut!être!
corrélée!avec!une!distribution!du!réseau!mitochondrial!«!normal!»,!48h!après!transfection.!
!
I. 4. Conclusion et Perspectives 
Les!résultats!obtenus!en!microscopie!à!fluorescence!montrent!une!colocalisation!partielle!de!
la!protéine! FUNDC2!endogène!avec! le! réseau!mitochondrial,! visualisé! à! l’aide!du!MitoTracker.! Ces!
données!corrèlent!avec!la!fluorescence!observée!au!niveau!des!mitochondries!après!transfection!des!
cellules!HeLa! avec! le! vecteur! pEGFP!N1=FUNDC2.! Cependant! une! faible! proportion! de! FUNDC2! ne!
colocalise! pas! avec! le! réseau! de! mitochondries! mais! présente! un! marquage! cytoplasmique.! Des!
questions!se!posent!alors!:! i)!existe=il!deux!formes!de!FUNDC2!présentes!respectivement!au!niveau!
mitochondrial!et!cytoplasmique!?!ou!ii)!une!seule!forme!de!FUNDC2!fait=elle!la!navette!entre!les!deux!
compartiments! subcellulaire!?! Une! analyse! de! la! localisation! de! FUNDC2=EGFP! par! microscopie!
confocale!permettrait!de!préciser!plus!finement!la!présence!de!FUNDC2!à!la!mitochondrie.!Toutefois,!
les!résultats!d’immunoblots!confirment!nos!observations!en!microscopie.!En!effet,!des!immunoblots!
réalisées!avec!l’anticorps!polyclonal!anti=FUNDC2!ne!révèlent!pas!la!protéine!FUNDC2!endogène!dans!
des!lysats!cellulaires!totaux!mais!seulement!à!partir!d’enrichissements!mitochondriaux.!Ces!données!
suggèrent!également!que!FUNDC2!endogène!est!présente!en!faible!quantité.!La!reproductibilité!de!
ces!résultats!doit!toutefois!être!testée.!Enfin,!pour!préciser! la! localisation!de!FUNDC2!au!sein!de! la!
mitochondrie,!une!analyse!biochimique!est!envisagée!par!des!tests!de!digestion!à!la!trypsine!sur!des!
mitochondries!purifiées!et!sur!des!mitoplastes!obtenus!par!osmolyse!(Olichon!et!al.,!2002).!Chaque!
fraction!sera!analysée!par!immunoblot!pour!déterminer!le!compartiment!mitochondrial!dans!lequel!
la!protéine!FUNDC2!est!adressée.!!
FUNDC2! est=elle,! comme! FUNDC1,! un! acteur! de! la! mitophagie!?! Cette! question! se! pose!
notamment!par!l’augmentation!d’expression!de!FUNDC2!consécutives!à!l’extinction!d’OPA1,!obtenue!!
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pmaxGFP#
24h# 48h#
GFP#
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Figure! 6! –! Analyse! de! l’expression! de! FUNDC2! étiquetée! GFP,! dans! des! cellules! HeLa!
transfectées!par!le!vecteur!pEGFP!N1;FUNDC2!
Des!extraits!protéiques,!à!partir!de!lysats!de!cellules!HeLa!transfectées!avec!pmaxGFP!(contrôles)!
ou!pEGFP!N1=FUNDC2,!ont!été!analysés!par!immunoblot!24h!et!48h!après!transfection,!avec!des!
anticorps!anti=GFP,!OPA1!et!actine.!
!
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dans!des!cellules!HeLa.!La!protéine!OPA1!étant!un!acteur!de!fusion!de!la!membrane!interne,!la!perte!
de! cette!dynamine!engendre!une! fragmentation!du! réseau!mitochondrial.!Dans! ces! conditions,! les!
mitochondries! n’échangent! plus! leurs! matériels,! l’hétéroplasmie! augmente! et! certaines!
mitochondries! accumulent! des! mutations! de! leur! ADN! (Chan! DC! et! al,! 2012).! Ces! mitochondries!
dysfonctionnelles! et! potentiellement! toxiques! sont! éliminées! par! un! mécanisme! de! défense! sous!
forme! d’autophagie! spécifique,! appelé! la! mitophagie.! Une! hypothèse! est! donc! que! la! protéine!
FUNDC2! serait! activée! suite! à! la! perte! d’OPA1! en! réponse! à! la! fragmentation! des!mitochondries.!
Reste!à!prouver!que!FUNDC2,!comme!son!homologue!FUNDC1,!joue!un!rôle!dans!la!mitophagie.!Pour!
le! démontrer,! nous! pourrions! analyser! le! processus! de! mitophagie! en! réponse! à! l’induction! de!
FUNDC2,!consécutive!à!la!diminution!d’OPA1.!!
!
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Down=regulation!of!OPA1!unbalances!redox!state,!
implications!in!DOA!pathogenesis.!
Summary!
Mutations!in!OPA1!gene!induce!haploinsufficiency!that!instigate!Dominant!Optic!Atrophy!(DOA),!an!
incurable!hereditary!retinopathy!with!syndromic!forms!in!up!to!20%!of!patients.!!
To! identify! the! consequences! of! OPA1! loss! of! function! on! intracellular! redox! homeostasis,! we!
simulated! OPA1! haploinsufficiency,! the! major! mechanism! of! DOA! pathogenesis,! using! a! RNAi!
strategy! in! human! cells! and! in! rodent! primary! cortical! neuron! cultures.! We! observed! decline! in!
mitochondrial!respiratory!chain!activity!that!associated!with!reduced!aconitase!activity,!which!relates!
to!increased!ROS!production.!We!showed!nuclear!translocation!of!the!NRF2!transcription!factor!and!
up=regulation!of!its!target!genes;!SOD1,!SOD2,!GSTP1!and!catalase.!Upon!acute!exogenous!oxidative!
stress!OPA1=depleted!neurons!were!incapable!of!initiating!antioxidant!defences,!but!rather!increased!
cell! death.! Furthermore,!we!observed! impairment! in! redox! state! in! the!DOA!mouse!model! B6;C3=
OPA1329Z355del! cortices,! along! with! decreased! aconitase! activity! with! no! increase! in! antioxidant!
enzymes.! Interestingly,! low!contents!of!SOD1!and!SOD2!were!observed! in! fibroblasts!derived! from!
some!DOA!patients!compared!to!healthy!volunteers.!!!
!The!findings!demonstrate!that!OPA1!down=regulation! impairs!mitochondrial!oxidative!metabolism.!
The! impairment! induces! antioxidant! responses! that! are! trounced!by! supplemental! oxidative! stress!
thereby! prompting! accelerated! cell! death.! Furthermore,! low! expression! of! some! antioxidant!
enzymes! in! several!DOA!patients! supports! their! role! as!modifier! factors! for!DOA! that! can!be!used!
prognostically! to! gauge! the! severity! and! evolution! of! the! disease.! We! also! propose! the! use! of!
antioxidants!as!potential!therapeutics!in!DOA!patients!to!prevent!or!delay!onset!of!the!symptoms.!
!
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Introduction!!
Mitochondria! are! cellular! powerhouse! via! oxidative! phosphorylation! (1)! and!mitochondrial!
diseases! can! be! caused! by!mutations! in! the! genes! of!mitochondrial! or! nuclear! DNA! (2).! Although!
many!of!them!are!multisystemic,!some!are!tissue!specific!such!as!optic!neuropathies!that!are!due!to!
alterations!of!mitochondrial! functions! (3),!as! illustrated!by! the! identification!of!ND1=6,!OPA1,!OPA3!
and! TMEM126A! as! causative! genes! for! LHON! (OMIM#535000),! type! 1! autosomal! dominant! optic!
atrophy! (OMIM#165500),! autosomal! dominant! optic! atrophy! and! cataract! (OMIM#606580),! and!
recessive! optic! atrophy! 7! (OMIM#612989),! respectively! that! add! up! numerous! syndromic! forms! of!
optic!atrophy!implying!mitochondrial!proteins!(FDRA,!HSP7,!HMSN).!
Dominant!Optic!Atrophy!(DOA),!also!known!as!Kjer's!disease,!is!characterized!by!moderate!to!
severe!loss!of!visual!acuity!with!insidious!onset!in!early!childhood!!and!penetrance!may!be!as!low!as!
40%! (4=6).! Estimated! disease! prevalence! is! 1:10,000! in! Denmark! and! 1:50,000! worldwide.! This!
complex!pathology! remains!without!effective! treatment.! The!majority!of!patients! (~75%)!with!DOA!
harbor! mutation! in! the!OPA1! gene! coding! for! a! mitochondrial! GTPase! (7,! 8).! 280! different!OPA1!
mutations! have! been! reported! (http:/mitodyn.org),! the! majority! of! which! result! in! premature!
termination!ensuing!haploinsufficiency!by!the!reduction! in!OPA1!protein! levels! (4).!There! is!marked!
inter=!and! intra=familial!variability! in! the! rate!of!disease!progression,!but!a!significant!proportion!of!
patients!(50=75%)!will!experience!visual!worsening!in!later!life!(9,!10).!Recent!studies!show!a!severe!
multi=systemic!disorder!associated!with!some!OPA1&mutations,!named!‘DOA!plus’!(DOA+)!syndrome!
(OMIM#125250)! (11=14).! These! patients! present! additional! neurological! complications! as! ataxia,!
sensorineural!deafness,!chronic!progressive!external!ophtalmoplegia,!sensory=motor!neuropathy!and!
myopathy.!Of!note,!a!2=!to!3=fold!increased!risk!of!developing!multi=system!neurological!disease!with!
missense!OPA1!mutations! located!within! the!GTPase!domain,! suggests!deleterious! gain=of=function!
mechanisms.! Although! these! syndromal! DOA! variants! show! significant! phenotypic! variability,! a!
consistent!finding! is!worse!visual!prognosis!among!this!patient!subgroup.!These!observations!are!of!
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major!pathophysiological!importance,!highlighting!the!widespread!deleterious!consequences!of!OPA1!
mutations,!not!only!for!retinal!ganglion!cells!(RGCs),!but!particularly!for!other!neuronal!populations,!
skeletal!and!extra=ocular!muscles!(13,!15,!16).!
The! OPA1! gene! encodes! a! mitochondrial! protein! localized! in! the! mitochondrial! inter=
membrane! space! (IMS)! and! anchored! to! mitochondrial! inner! membrane! (17=20).! Using! common!
genetically!modified!cells!lines!(HeLa,!COS,!MEF),!we!and!others!have!shown!that!OPA1!has!various!
functions! (21),! including! inner! membrane! fusion,! cristae! structuration,! mtDNA! maintenance,!
mitochondrial! energetic! modulation! and! protection! from! apoptosis! (21=24).! Patient! isolated! skin=
fibroblasts,! muscle,! or! lymphoblasts! have! shown! impairments! in! mitochondrial! morphology,!
respiration!and!energetic,!loss!of!mtDNA!integrity,!and!an!increased!sensitivity!to!apoptosis!(25,!26).!
However! several! contradictory! reports! for! energetic! defects! in!DOA!patients! exist! (21,! 27).!Mouse!
DOA! or! DOA+! models! evidenced! mitochondrial! fragmentation,! cristae! disorganisation,! increased!
mitophagy,! cytochrome! c! oxidase! deficiency! (28=30).! In! Caenorhabditis& Elegans,! mutations! of! the!
OPA1! gene! ortholog,! eatZ3,! cause! mitochondrial! fragmentation! and! inner! membrane! septa!
accumulation! in!matrix,! both! suggesting! defects! in! fusion,! and! hypersensitivity! to! oxidative! stress;!
but!no!evidence!for!increased!cell!death!(31).!Heterozygous!mutations!result!in!a!shortened!lifespan,!
increased! ROS! production,! sensitivity! to! oxidative! stress,! defects! in! activity! of! respiratory! chain!
complexes,!aberrant!mitochondrial!structures!as!well!as!heart,!skeletal!muscle!and!eye!dysfunctions!
of! which! the! later! is! partially! reversed! by! antioxidant! treatments! (32,! 33).! These! two! DOA!
invertebrate!models!(31=34)!emphasize!the!critical!generation!of!ROS!associated!to!OPA1!dysfunction,!
as!it!was!proposed!for!Leber!Hereditary!Optic!Neuropathy!(LHON)!(35)!and!other!neurodegenerative!
pathologies!such!as!Alzheimer!and!Parkinson!diseases!(36).!In!this!context,!it!is!necessary!to!precise!
the! molecular! mechanisms! explaining! how! inactivation! of! OPA1! function! contributes! to! DOA!
pathogenesis.! Since!haploinsufficiency! is! primarily! responsible! for!DOA!and!as! the!effects! of!OPA1!
inactivation!are!not! restricted! to!RGCs,!we!addressed! the!question!of! the! general! impact!of!OPA1!
inactivation!on!oxidative!metabolism!by!down=regulating!OPA1!for!the!first!time,!in!primary!neurons!
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cultures!and!in!HeLa!cells!by!RNA!interference!supported!by!in!vivo!data,!we!evidenced!implication!of!
Reactive!Oxygen!Species!(ROS)!as!a!key!determinant!of!DOA!pathogenesis.!Indeed,!our!results!show!
that! reduction! in! OPA1! results! in! diminished! cellular! respiration,! accompanied! by! an! increase! in!
mitochondrial! ROS!production!which! is! buffered!by! the! activation!of!NRF2!pathway!and! increased!
levels!and!activities!of!two!antioxidant!enzymes,!superoxide!dismutases!and!catalase.!However,!this!
situation!leads!to!a!pro=oxidative!state,!since!additional!acute!or!chronic!exogenous!oxidative!stress!
challenged!both! the!antioxidant! response!and!viability!of!OPA1!depleted!neurons.! In!OPA1+/=!mice,!
cortices! fall! in! a! prooxidative! state! at! 10! months! even! if! an! antioxidant! response! was! activated.!
Finally,! we! assessed! the! antioxidant! machinery! in! fibroblasts! from! DOA! patients! and! healthy!
volunteers.!We!found,!even!if!a!great!heterogeneity!exists!both!in!control!and!DOA!fibroblasts,!some!
patients!showed!altered!expression!of!antioxidant!genes.!Thus,!these!novel!findings!have!shown!that!
mutations! or! decreased! quantity! of! OPA1! imbalance! cellular! redox! state,! weakening! cells! to!
exogenous!pro=oxidative!stresses.!This!phenomenon!is!likely!a!key!molecular!mechanism!underlying!
DOA!pathogenesis.!
!
Results!!
1. Respiration!is!impaired!in!OPA1!down=regulated!cells.!
OPA1!down=regulation!is!known!to!negatively!impact!respiration!in!various!cells!lines!(39=41).!
We!evaluated!the!effect!of!OPA1!down=regulation!on!respiration!in!neurons!for!the!first!time,!and!in!
HeLa!cells!as!a!control,!transfected!with!siRNA!directed!against!OPA1!(siOPA1)!or!against!control!RNA!
(siCtrl).!In!HeLa!cells,!OPA1!quantity!is!reduced!by!92.3!%!72!hours!after!transfection!(Supplemental!
Figure! 1A).! As! previously! described,! neurons! in! primary! culture! treated!with! siOPA1,! show! 70.5!%!
decrease! in! OPA1! quantity! Day! 6! post=transfection! (42)! (Supplemental! Figure! 1B).! Interestingly,!
citrate! synthase,! HSP60,! VDAC! and! TOM20! levels! were! unchanged! (Supplemental! Figure! 1),!
suggesting!that!mitochondria!quantity!was!not!affected!by!siOPA1!down=regulation.!Reinforcing!this!
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conclusion! the! activity! of! citrate! synthase! did! not! change! in! siOPA1! transfected! HeLa! cells!
(Supplemental!Figure!2B).!
The!effect!of!OPA1!reduction!on!mitochondrial! respiration!was! investigated!using!Seahorse!
XF24! analyzer! (Seahorse! Bioscience).! In! all! conditions,! rotenone! and! antimycin! treatment!
considerably!inhibited!the!Oxygen!Consumption!Rate!(OCR)!showing!that!more!than!95%!of!oxygen!
consumption! was! due! to! mitochondrial! respiration! (Figure! 1A! and! B).! In! siCtrl! transfected! cells,!
oligomycin!inhibited!ATP=linked!respiration,!while!addition!of!the!protonophore!FCCP!that!uncouples!
oxidation!and!phosphorylation,!resulted!in!maximal!OCR.!In!both!siOPA1!transfected!neurons!(Figure!
1A)! and! HeLa! cells! (Figure! 1B),! spontaneous! respiration! was! reduced! by! 32.4! %! and! 38.1! %!
respectively,!when!compared!to!siCtrl!treated!cells.!Furthermore,!ATP=linked!respiration!was!reduced!
by!34!%!and!40.5!%!and!the!maximal!OCR!was!reduced!by!46.1!%!and!58.2!%,!respectively.!Contrary!
to!siCtrl!transfected!cells,!the!maximal!OCR!in!siOPA1!treated!cells!was!not!significantly!different!that!
spontaneous!OCR.!
! Therefore,!depletion!of!OPA1!in!both!neurons!and!HeLa!cells!induced!a!dramatic!decrease!in!
spontaneous,! ATP=linked! respiration! and! maximal! mitochondrial! respiration! without! affecting! the!
mitochondrial!biomass!(Supplemental!Figure!1).!This!effect!could!be!explained!by!a!decrease!in!the!
levels! of!mitochondrial! respiratory! chain! (MRC)! subunits,! as! we! recently! showed! in! neurons! (42).!
Similar!results!were!obtained!in!OPA1!silenced!HeLa!cells!for!the!subunits!NDUFB4!(Complex!I),!SDHB!
(Complex! II),! Core2! (Complex! III)! and!COX! I! (Complex! IV),!which!were!decreased!by! about! 44.7!%,!
29.2! %,! 39.4! %! and! 46.4! %,! respectively! (Figure! 1C),! while! others! subunit! quantities! of! each!
complexes!such!as!NDUFA9!(Complex!I),!SDHA!(Complex!II),!Core1!(Complex!III)!and!COX!IV!(Complex!
IV)! were! unchanged,! (Figure! 1C).! Corresponding! to! our! previous! findings! in! neurons! (42)! three!
subunits!of!ATP!synthase!(alpha!and!gamma!for!F1!complex!and!d!for!F0!complex)!were!unaffected!
by!OPA1!silencing!in!HeLa!cells!(Figure!1C).!Accordingly,!total!ATP!cellular!concentration!did!not!vary!
upon!OPA1! down=regulation! (Supplemental! Figure! 2A).! Furthermore,! no! difference! in! total!NADH,!
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H+/NAD+!intracellular!level!was!observed!between!siOPA1!and!siCtrl!treated!HeLa!cells!(Supplemental!
Figure!2B).!Accordingly,! four!TCA!cycle!enzymes! showed!only!a! slight!decreased!activity! (succinate!
dehydrogenase!and!fumarase)!or!no!change!(citrate!synthase!and!malate!dehydrogenase)!in!siOPA1!
versus!siCtrl!transfected!HeLa!cells!(Supplemental!Figure!2C).!Moreover,!there!was!no!supplemental!
shift!towards!glycolysis! induced!by!the!drop!of!OPA1!in!HeLa!cells,!as!measured!by!lactate!levels! in!
culture!media! (Supplemental! Figure! 2D).! Altogether,! these! experiments! suggest! there! is! no!major!
disruption!in!the!TCA!cycle!or!NADH,!H+!furniture!in!OPA1!siRNA!treated!HeLa!cells.!!
2. OPA1!down=regulation!imbalances!redox!state.!!
Impaired!MRC! functioning,! without! disruption! in! the! TCA! cycle! and! furniture! in! NADH,! H+!
could!lead!to!a!potential!imbalance!in!redox!state!because!of!increased!electron!leaks.!To!investigate!
this! hypothesis,! we! first! measured! total! ROS! contents! with! the! H2=DCFDA! probe.! As! previously!
described! in! siOPA1! treated! neurons! (42)! a! 23.9!%! decrease! in! ROS! levels!was! observed! in! OPA1!
down=regulated!HeLa!cells!72!hours!after! transfection! (Figure!2A).!However,!aconitase!activity!was!
reduced!both!in!siOPA1!treated!HeLa!cells!and!neurons!of!34.2!%!and!33.8!%!respectively!(Figures!2B!
and!2C).! This! drop! could!not! be! attributed! to! change! in! protein!quantities! since! aconitase!protein!
levels! were! unchanged! in! both! siOPA1! treated! cell! types! (Supplemental! Figures! 3A! and! 3B).!
Aconitase! activity! was! shown! to! be! highly! sensitive! to! oxidation! due! to! damaged! FeS! core! and!
inhibition!of!its!activity!is!used!as!a!signature!of!increased!mitochondrial!ROS!production!(43=45).!The!
observed!decrease!in!total!ROS!together!with!increased!production!of!mitochondrial!ROS!suggested!
an!activation!of!antioxidant!responses.!To!verify!this!hypothesis,!we!analysed!a!redox!state!marker,!
the!glutathione.!In!siOPA1!treated!HeLa!cells!(Figure!2D)!and!neurons!(Figure!2E)!the!ratio!between!
reduced! (GSH)! to! oxidized! (GSSG)! glutathione! increased! of! 78.1! %! and! 120.2! %,! respectively.!
Altogether,!these!results!imply!that!OPA1!down=regulation!activates!antioxidant!responses!to!buffer!
increased!ROS!production.!!
3. NRF2!pathway!is!activated!upon!down!regulation!of!OPA1.!
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Since!NRF2!pathway!accounts!for!a!great!part!of!oxidative!stress!responses,!we!investigated!
if!this!transcription!factor!is!responsive!to!oxidative!metabolism!imbalance!due!to!reduced!OPA1.!We!
first! followed! the! intracellular! localisation! of! NRF2.! 72! hours! post=transfection,! 51.7! %! of! siOPA1!
treated!HeLa! cells! presented!NRF2!nuclear! localisation!whereas! only! 15.2!%!of! siCtrl=treated!HeLa!
cells! showed!NRF2! in! the! nucleus! (Figure! 3A).! Kinetics! of!NRF2! relocalisation! from!66!hours! to! 72!
hours!post=transfection!showed!a!significant!NRF2!nuclear!relocalisation!67!hours!after!transfection!
(Supplemental! Figure! 4).! In! neurons,! the! decreased! quantity! of! OPA1! induced! a! 1.3! increase! of!
nuclear!NRF2!fluorescence!compared!to!siCtrl!cells!(Figure!3B).!Thus,!since! its!nuclear!translocation!
be!a!part!of!its!activation,!we!concluded!that!down=regulation!of!OPA1!induced!NRF2!activation.!
We!thus!explored!the!targets!of!NRF2,!superoxide!dismutases!1!and!2!(SOD1!and!SOD2)!that!
catalyse! the!dismutation!of! superoxide!anion! into!hydrogen!peroxide! the! latter!being!detoxified! in!
part!by!catalase,!another!NRF2!target,! into!water!and!O2.!Quantities!of!SOD1!and!SOD2!proteins! in!
siOPA1! treated! HeLa! cells! were! significantly! increased! (32.9! %)! or! unchanged! when! compared! to!
control!cells!(Figure!4A);!accordingly,!a!37!%!increase!of!total!SOD!activity!was!detected!(Figure!4B).!
In! neurons! no! statistical! differences! in! SOD! quantities! were! detected! (Supplemental! Figure! 5C).!
Neither! the! quantity! nor! the! activity! of! catalase! changed! in! siOPA1! transfected! HeLa! cells!
(Supplemental!Figures!5A!and!5B),!while!an!increase!of!both!catalase!quantity!(88.2!%)!and!activity!
(61.6!%)!were!revealed!in!neurons!(Figure!4C!and!4D).!Altogether!these!results!suggest!that!in!OPA1!
reduced!HeLa!cells!and!neurons!a!NRF2!detoxifying!way!of!superoxide!anion!is!activated.!!
! No!difference! between! siOPA1! and! siCtrl! treated!HeLa! cells! or! neurons!were! observed! for!
other!NRF2!targets,!except!for!GSTP1!in!HeLa!cells!(Supplemental!Figures!5A!and!5C).!
4. Potent! oxidative!stress!challenges!viability!of!OPA1!down=regulated!neurons!!
Since! OPA1! down=regulation! leads! to! increased! mitochondrial! production! of! ROS! that! is!
overcome!by! induction!of!antioxidant!response,!we!addressed!the! impact!of!an!additional!acute!or!
chronic! oxidative! stress! in! OPA1! down=regulated! cells.! Neurons! were! incubated! with! rotenone,! a!
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potent! inhibitor! of! respiratory! complex! I! that! induces! a! major! oxidative! stress! (46,! 47).! A!
supplemental!stress!would!therefore!be!deleterious!for!cell!viability.!We!checked!this!hypothesis!by!
estimating! the! viability! (Figure! 5A)! and! number! of! picnotic! nuclei! (Figure! 5B)! of! siCtrl! and! siOPA1!
transfected!neurons!treated!with!acute!treatment!of!rotenone!(1!hour,!500!nM).!Decreased!viability!
estimated!by!trypan!blue!exclusion!assay!(6.7!%)!and!increased!apoptosis!estimated!by!the!number!
of! picnotic! nuclei! (20.8%)! of! siOPA1! transfected! cells! compared! to! siCtrl! transfected! cells! (13.7!%)!
were! observed,! suggesting! that! antioxidant! defences! are! overwhelmed! in! OPA1! down=regulated!
conditions.!We!checked!antioxidant!responses!by!analysing!the!NRF2!nuclear!translocation!as!well!as!
SOD1,! SOD2!and! catalase!quantities! in! siCtrl! and! siOPA1! transfected!neurons! (Figures! 5C! and!5D).!
Upon! acute! rotenone! treatment! (1! hour,! 500! nM),! NRF2! translocation! is! increased! by! 1.21! in!
rotenone!treated!siCtrl!transfected!neurons!but!not!in!rotenone!treated!siOPA1!transfected!neurons!
(Figure! 5C).!Upon! rotenone! stress,! SOD1!quantity!was! increased! in! siCtrl=transfected! neurons,! but!
not! in! siOPA1=transfected!neurons! (Figure!5D).! There!was!no! change! for! SOD2!quantities! in!either!
condition! (Figure! 5D).! Contrary! to! levels! in! basal! conditions,! there! is! no! difference! in! catalase!
quantities! in! siOPA1! and! siCtrl! rotenone! treated! neurons! (Figure! 5D).! These! results! suggest! that!
down=regulation! of! OPA1! results! in! maximal! catalase! induction! that! cannot! be! further! increased!
upon!rotenone=induced!oxidative!stress.!Moreover,!we!checked!viability!of!neurons!upon!a!chronic!
oxidative! stress! (24h! and! 48h,! 50! nM! rotenone).! The! viability! is! systematically! lower! in! siOPA1!
transfected!neurons!(Supplemental!Figure!6).!
5. OPA1+/Z!transgenic!mice!show!imbalanced!oxidative!metabolism.!
Cortices! from!4!and!10!months!old!transgenic!mice!were!analysed!for!ROS!and!contents! in!
antioxidant!defences.!!First!of!all,!OPA1!contents!were!checked!and!found!down=regulated!in!OPA1+/Z!
transgenic! mice! cortices! compared! to! the! litter! mate! mice! (Supplemental! Figure! 7A).! We! then,!
measured!aconitase! activity! as! a! sensor!of!mitochondrial! ROS!production.!A! 56.7!%! inhibition!was!
observed!in!10!months!old!OPA1+/Z!transgenic!mice!compared!to!litter!mate!mice,!while!no!significant!
decrease!was!evidenced!in!4!months!old!OPA1+/Z!mice!(Figure!6A).!Furthermore,!aconitase!activity!is!
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significantly!decreased!(48.9!%)!from!4!to!10!months!OPA1+/Z!transgenic!mice!(Figure!6A).!In!all!cases,!
aconitase!quantities!are!unchanged!(Supplemental!Figure!7B).!We!next!analyzed!expression!of!SOD1,!
SOD2!and! catalase!on! the! same!mice! and! found! that! SOD1! is! decreased! (37.3!%)! in! 4!months!old!
transgenic!mice!compared! to! litter!mate!mice! (Figure!6B).!Moreover,!SOD1!and!SOD2!are!114.5!%!
and!47.6!%!increased!between!4!and!10!months!respectively!in!OPA1+/Z!transgenic!mice!(Figure!6B),!
while! catalase! quantities! and! activities! are! stable! in! all! tested! conditions! (Figure! 6B! and!
Supplemental! Figure! 7C).! Altogether,! our! findings! indicate! that! during! the! 6! months! interval!
(between!4=10!months!old! studied! subjects)! there! is! an!activation! in! antioxidant!defences!but!not!
sufficiently! to! buffer! the!mitochondrial! ROS! production! potentially! leading! to! oxidative! stress! that!
seems!well!established!in!these!transgenic!mice.!
6. Cellular!antioxidant!defences!are!impaired!in!certain!fibroblasts!from!DOA!patients.!
We!next!addressed!the!question!of!antioxidant!defences!in!DOA!patients’!fibroblasts!(Table!
1).! SOD1,! SOD2,! catalase,! GSTP1! and! NQO1! were! studied! by! immunoblot! analysis! (Figure! 7! and!
Supplemental!Figure!8).!Fibroblasts!from!five!healthy!volunteers!(C1=C5)!and!eight!DOA!patients!(P1=
P8)!were!analysed.!Even!though!heterogeneity!exist!between!healthy!volunteers!and!DOA!patients!in!
antioxidant!defences,! some!patients! showed!altered!expression!of!antioxidant!genes! (Figure!7!and!
Supplemental!Figure!8).!Patients!P1,!P3,!P5!and!P7!express!significantly!low!levels!of!SOD1!and!SOD2!
proteins.! For! Catalase,!GSTP1! and!NQO1,! no!patient! presented! a! drop!of! proteins! as! obtained! for!
SOD1!and!SOD2!(Figure!7!and!Supplemental!Figure!8).!It!is!of!particular!importance!to!underline!that!
the! rates!of!expression!of!antioxidant!proteins!described!above!are!not!correlated!with! the!age!or!
sex!of!patients!(Table!1!and!Supplemental!Figure!8).!These!results!show!actual!heterogeneity!of!SODs!
content!in!patient!fibroblasts,!which!could!be!related!to!the!DOA!pathogenesis.!
! !
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Discussion!
1. Imbalanced!Mitochondrial!respiration!!
In! the! present! work,! we! show! that! down=regulation! of! OPA1! induces! a! drastic! decline! in!
endogeneous!mitochondrial! respiration! in!primary! cultured!neurons!and! in!Hela! cells,!wherein! the!
citrate!cycle!is!not!globally!diminished.!Both!siOPA1!treated!neurons!and!HeLa!cells!showed!maximal!
mitochondrial! respiration,!which!does!not! surpass!basal!mitochondrial! respiration,! thus! suggesting!
MRC! deregulation! due! to! reduction! in! different! subunits! of! complex! I! to! IV,! according! to! results!
already!obtained!with!inhibition!of!complex!I!(48)!or!disorganisation!of!cristae!(49)!via!the!Seahorse!
technology.!Defects!in!mitochondrial!respiration!have!been!observed!in!several!OPA1!inactivated!cell!
lines.!According!to!our!results,!in!MEFs,!OPA1!depleted!cells!showed!severe!reduction!of!endogenous!
respiration,!without!stimulation!upon!uncoupler!addition,!and,!a!diminution!of!oxygen!consumption!
driven!by! complexes! I,! II! and! IV! (41).!A! study! concerning! the! consequences!of!OPA1!mutations!on!
energetic!metabolism!revealed!defective!oxidative!phosphorylation!with!lowered!ATP!production!in!
DOA!patient!muscle!samples! (26).!Studies!using! fibroblasts! from!DOA!patients! that!contain!various!
OPA1!mutations!support!a!coupling!defect!of!oxidative!phosphorylation!with!reduction!in!complex!IV!
and!amplification!in!complex!V,!together!with!no!change!in!ATP!production!(50).!The!existence!and!
the!nature!of!the!energetic!defect!in!DOA!patients!appear!controversial!(see!Landes!et!Belenguer!for!
review)! since! energetic! defect! is! not! found! in!mitochondria! of! lymphoblastoid! lines! derived! from!
DOA=1!patients!(40),!nor!in!muscle!biopsies!of!patients!harboring!a!deletion!of!the!GTPase!domain!of!
OPA1!(15)!.!!
Decreased!mitochondrial!respiration!induced!by!OPA1!down=regulation!could!originate!from!
direct!misregulation!of!MRC!and/or!disorganisation!of!the!mitochondrial! inner!membrane!structure!
(49).! Zanna!and!coll.!have! ideed! shown! that!OPA1! interacts!with! respiratory! complexes! I,! II! and! III!
(25).!Furthermore,!we!showed!that!waning! levels!of!OPA1!decreases!the!quantity!of!MRC!complex!
subunits.!However,!except!for!complex!II!which!activity!is!decreased!of!25%,&the!complex!I,!III!and!IV!
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activities! remain! stable! (data! not! shown).! Therefore,! decreased!mitochondrial! respiration! appears!
not!to!be!directly!linked!to!an!inhibition!of!the!intrinsic!respiratory!complex!activity.!
The!decreased!respiration!in!siOPA1!treated!cells!could!relate!to!perturbations!of!the!spatial!
organisation!of!the!MRC,!since!loss!of!OPA1!was!previously!shown!to!disrupt!the!inner!mitochondrial!
membrane!structuring!(18,!22).!Respiratory!chain!complex!organisation!into!supercomplexes!(RCS)!is!
indeed!essential!for!assembly!and!stability!of!each!complex!(51=53)!and!appeared!to!be!involved!in!
the!efficiency!of!electron! transfer! (54,!55)! (56).!Decreased! respiration!observed!upon!OPA1!down=
regulation! could! be! explained! by! disruption! of! RCS! generating! free! and! less! active! forms! of!
respiratory!complexes.!Accordingly,!Cogliati!and!coll!recently!demonstrated!that!the!loss!of!OPA1!in!
mouse! fibroblasts! causes! defects! in! RSC! formation! (57).! On! the! other! hand,! (58)! recently! linked!
mitochondrial! respiration! and! mitochondrial! fusion! through! the! fusogenic! function! of! OPA1.!
However,! DOA! fibroblasts! showing! respiratory! mitochondrial! defects,! do! not! always! show!
mitochondrial! morphological! alterations! suggesting! that! the! pathophysiology! of! DOA! could! be!
related!to!an!energetic!defect!rather!than!an!impairment!of!mitochondrial!morphology!(50).!
2. OPA1!down=regulation!induces!a!pro=oxidant!state!
Impairing!mitochondrial! respiration!with! a! normal! furniture! of! the!MRC! leads! naturally! to!
increased!ROS!production,!as!we!show!in!siOPA1!treated!neurons!and!Hela!cells.!Accordingly,!defects!
in!respiratory!chain!complex!activity!associated!to!increased!ROS!production!was!observed!in!OPA1!
mutated!drosophila!(34).!We!demonstrated!that!such!a!situation!activates!the!NRF2!pathway,!which!
is!one!of!the!major!ways!to!detoxify!cells!(59).!Down=regulation!of!OPA1!in!HeLa!cells!and!neurons!
indeed! induced! re=localisation! of! the! NRF2! transcription! factor! into! the! nucleus,! where! it! up=
regulates! target! genes!bearing!ARE! (antioxidant! responsive! elements)! promoter! elements,! such! as!
SOD!and!catalase.!Additional!exogenous!oxidative!stress!induced!by!rotenone!resulted!in!decreased!
neuron! viability,! suggesting! that! antioxidant!defences! are!overwhelmed.!Accordingly,!mutations!of!
the! OPA1! gene! ortholog! in! Caenorhabditis& Elegans! and! in! drosophila! cause! hypersensitivity! to!
                                                                                                                                                       Article 
! 236!
oxidative! stress! (31,!32).! Furthermore,!SOD1,!SOD2!and!catalase! levels!were!unaltered!upon!acute!
oxidative!stress! in!SiOPA1!treated!cells!as!opposed!to,!siCtrl! transfected!cells,!which! induced!SOD1!
levels.! Supporting! the! in& vitro! data,! in! 10! months! old!OPA1+/Z! transgenic! mice! cortices,! aconitase!
activity! is! decreased! suggesting! a! burst! in!mitochondrial! ROS! production,!which! is! not! statistically!
significant! in!4!months!OPA1+/Z! transgenic!mice!cortices.!This!pro=oxidant!state! is!concomitant!with!
an! increase! of! SOD1! and! SOD2! quantities! in!OPA1+/Z! transgenic! mice! cortices! between! 4! and! 10!
months.!Surprisingly!SOD1!quantity! is!decreased! in!4!months!OPA1+/Z! transgenic!mice!as!previously!
described! for! SOD2! in! the! retina! of! 9! months! old! OPA1+/Z! transgenic! mice! (60).! These! results!
emphasize! the! critical! generation! of! ROS! associated! to! OPA1! dysfunction,! as! it! was! proposed! for!
Leber!Hereditary!Optic!Neuropathy! (LHON)! (35)! and! other! neurodegenerative! pathologies! such! as!
Alzheimer!and!Parkinson!diseases!(36)!
3. Implications!in!DOA!pathogenesis!and!potential!therapeutic!approaches.!
In! this! work,! we! highlight! the! dysregulation! of! oxidative! metabolism! in! cells! mutated! or!
reduced!for!OPA1.!The!different!observations!allow!us!to!propose!a!model!in!which!the!redox!state!
imbalance!could!fall! into!an!oxidative!stress!when!some!injuries!such!as!UV!light,!blue!light,!smoke,!
aging!or!diet!are!present.!Photochemical!injury!in!the!pigmented!retinal!epithelium!is!related!to!the!
wavelength! of! incident! light,! and! the! threshold! for! damage! is! lowest! for! blue=light! in! the! visible!
spectrum!(61)!and!continues!to!increase!for!wavelengths!below!400nm.!Indeed,!as!demonstrated!in!
aphakic!monkeys,!the!retina!is!six!times!more!sensitive!to!350=!and!325=nm!wavelengths!than!to!blue!
light! (441!nm).! Interestingly,!some!studies!described! increased!sensitivity!of!RGCs!to!blue! light! (62,!
63).! In! contrast! to! blue! light,! ultraviolet! light! produces! irreparable! damage! to! rod! and! cone!
photoreceptors! (64).! Additionally,! within! the! retina,! mtDNA! lesions! reach! remarkable! levels! in! all!
regions! of! the! mitochondrial! genome! upon! exposure! to! endogenous! ROS! generated! from! the!
mitochondria!themselves!or!from!photosensitizers!(65)!for!review!see!(66).!
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Mitochondria!have!long!been!proposed!to!play!a!key!role!in!aging!(67).!As!a!consequence!of!
their!central!role!in!ATP!formation!via!the!MRC,!mitochondria!are!the!major!source!of!ROS!and!are!
thus! highly! involved! in! oxidative! stress! processes! (68).! However,!mitochondria! are! also! targets! of!
these! molecules! (68).! Under! physiological! conditions,! about! 1–3%! of! molecular! oxygen! is!
incompletely!reduced!during!redox!reactions!in!the!MRC,!and!this!in!turn!leads!to!production!of!the!
ROS! superoxide! anion! (O2.−)! by=products.! In! this! scenario,! complex! interactions! in! antioxidant!
defence! systems! repress! oxidative! stress! within! mitochondria! (69).! Cellular! systems! that! protect!
against! oxidants! involve! antioxidant! defence! enzymes! (superoxide! dismutase! [SOD],! glutathione!
peroxidase![GPx],!and!catalase)!(69),!oxidant!scavengers!(vitamin!E,!vitamin!C,!carotenoids,!uric!acid,!
and!polyphenols)! and!mechanisms! that! repair!oxidant=induced!damage! to! lipids,!proteins,!or!DNA.!
Despite! these!protective!mechanisms,!uncontrolled!generation!of!ROS!can!overwhelm!the!capacity!
of! antioxidant! protection! causing! mitochondrial! dysfunction.! In& vivo! studies! in! transgenic! mice!
showed! that! the! overexpression! of! catalase! targeted! to! mitochondria! reduces! age=associated!
pathologies!and!the!mice!have!an!extension!in!lifespan!(71,!72).!According!to!these!observations,!our!
whole!work!clearly!suggests!that!down=regulation!of!OPA1!in!cellular!and!animal!models!induces!an!
imbalance!of!the!redox!state,!which!could!lead!to!premature!cellular!ageing.!
! Our!goal! to!precisely!analyze!and!characterize!energetic!metabolism! in!different!models!of!
DOA! is! written! for! a! growing! axis! of! investigation! common! to! different! neurodegenerative! optic!
atrophies! including! Leber! Syndrome.! In! this! context,! numerous! studies! suggest! increasing!
mitochondrial! antioxidant! defences! to! rescue! cells! (73,! 74).! Among! the! possibilities! to! induce!
cytoprotection,!inducers!of!ARE!are!mainly!considered.!In!contrast!to!direct!antioxidants!(vitamin!C,!E!
and! beta=carotene),! a! number! of! plant=derived! antioxidant! compounds,!which! include! resveratrol,!
isothiocyanate,! catechins! and! curcumin,! are! indeed! weak! prooxidants,! are! indirect! (75)! (76)! (77).!
Acting!as!weak!prooxidants,!they!have!limited!ability!to!cause!oxidative!damage,!yet!they!are!potent!
enough! to! activate! the!NRF2=mediated! adaptive! response! (76)! (78)! (79).! In! this! context,! low=dose!
prooxidants! such! as! isothicyanate! and! resveratrol! may! activate! the! NRF2! antioxidant! system!
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therefore!protecting!against!existing!or! future!high=level! stresses! (80).!Given! that!our! findings! that!
OPA1! down=regulation! activates! NRF2! pathway,! the! pro=oxidant! compounds! are! insufficient!
therapeutic!approaches!in!DOA!pathology.!Instead,!direct!testing!of!antioxidant!compounds!may!be!a!
superior!therapeutic!approach!for!DOA.!!A!recent!study!focused!on!Idebenone!as!a!potential!curative!
compound!for!DOA!patients!(81).!Idebenone!is!a!benzoquinone!that!transfers!electrons!to!complex!III!
bypassing! complex! I! (82,! 83)! and! has! antioxidant! properties! (82).! It! is! of! high! interest! to! identify!
patients! able! to! induce! an! NRF2! response! and! if! not! to! characterize! the! level! in! the! signalling!
pathway!where!there!is!a!gap!(see!results!for!SOD2!with!DOA!patient!2!in!our!results).!These!future!
aims!will! be! twofold:! first! to! reveal!modifier! genes! responsible! for!DOA!pathology!and,! second,! to!
develop!directed!pharmacological!therapeutics!or!preventative!measures!for!DOA!pathogenesis.!
!
Methods!
1. Cell!culture!
HeLa! cells,! from! the! American! Type! Culture! Collection! (Manassas,! VA)! were! cultured! in!
Dulbecco’s!Modified!Eagle’s!Medium!4,5!g/l! glucose! (DMEM,! Invitrogen),! supplemented!with!10!%!
FCS,!penicillin! (100!units/ml)! and! streptomycin! (100!mg/ml),! in! an! incubator! at! 37°C!and!5!%!CO2.!
HeLa!cells!were!electroporated!using!Cell! line!kit!R!(Amaxa,!Lonza)!with!1,5!µg!of!control!siRNA!(D=
001210=02,! Dharmacon! Research)! or! human! OPA1! siRNA! (D=005273=03,! target! sequence!
AAAGAAGGCUGUACCGUUA,!Dharmacon!Research)!per!106!cells.!
All!animals!(n!=!45,!350!embryos)!in!this!study!were!ethically!maintained!and!used!as!ethical!
laws! of! CNRS.! Day! 17! embryos! were! removed! from! pregnant! Wistar! rats! (Janvier)! under!
intraperitoneal!pentobarbitol!(Sigma)!anaesthesia.!Cortices!were!dissected,!enzymatically!dissociated!
with!papain!(10!U/ml,!Sigma),!then!exposed!for!5!min!in!a!solution!that!inactivated!papain:!DNAse!I!
(Invitrogen)! and! B27! (Gibco),! diluted! in! PBS! 1X! with! D=Glucose! (33! mM,! Sigma).! Cells! were!
dissociated! by! trituration! and! filtered! through! a! membrane! (70! µm,! BD! Falcon).! Cells! were! then!
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purified!through!a!BSA!solution!(8!%,!Sigma)!diluted!in!Neurobasal!A=25!(Invitrogen).!Dishes,!with!or!
without!glass!cover=slips,!were!coated!with!poly=D=lysine!(0.1!mg/ml,!Sigma)!24h!prior!to!culturing.!
For!each!experiment,!cortices!from!8!to!12!embryos!per!rat!are!mixed.!Experiments!were!reproduced!
three! to! eight! times.! Cultures! were! grown! in! Neurobasal®! (Eurobio)! supplemented! with! B27!
(Invitrogen),! 2! mM! glutamine,! 0.1! %! penicillin! and! streptomycin! (Gibco),! 250U/ml! amphotericin!
(Invitrogen)!and!1!mM!lactic!acid!(Sigma)!at!a!density!of!6!.105!cells!per!cm2.!
Cortical! cells! (5.106)! were! electroporated! using! the! Rat! Neuron! Nucleofector! Kit! (Amaxa,!
Lonza)!according!to!the!manufacturers’!optimized!protocol!with!3!µg!of!control! luciferase=targeting!
(D=001210=02,! Dharmacon! Research)! or! OPA1=targeting! (target! sequence!
GAUUGUGCCUGACUUUAUA,!Dharmacon!Research)!small!interfering!RNA!(Dharmacon).!!
Fibroblasts! obtained! by! skin! biopsy! from! consenting! DOA! patients! and! healthy! volunteers!
were! cultured! in! Dulbecco’s! Modified! Eagle’s! Medium! 4,5! g/l! glucose! (DMEM,! Invitrogen),!
supplemented!with!10!%!FCS,!penicillin!(100!U/ml)!and!streptomycin!(100!mg/ml)!and!maintained!for!
up! to! 20! passages.! Ethical! approval:! the! use! of! patient! fibroblasts! for! research! purpose! in!
neurogenetics!was!approved!by!the!“Comité!de!Protection!des!Personnes!Ouest!II!=!Angers”!(N°!CB!
2014/02).!
2. Animals:!OPA1+/Z!transgenic!mice!
Mice!were!kept!in!a!12h!light/12h!dark!cycle!with!food!and!water!available!ad&libitum!in!full=
barrier! facilities! free!of! specific! pathogens.!Mouse!breeding!and!all! experimental! procedures!were!
performed! according! to! ethical! laws! of! CNRS.! The!OPA1enu/+!strain! (abbreviated!OPA1+/Z! transgenic!
mice)!has!been!initially!described!by!Alavi!and!coll.!(29).!All!examined!mice!were!either!sacrified!at!4!
or!10!months!old.!
3. Measurement!of!oxygen!consumption!
! Oxygen!consumption!rates!(OCR)!were!performed!using!the!XF24!Extracellular!Flux!Analyser!
(Seahorse! Bioscience,! North! Billerica,!MA).! HeLa! cells! (15.103)! or! neurons! (3.105)! transfected!with!
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control!siRNA!or!siOPA1!were!plated!on!XF24!microplates!3!days!or!6!days!respectively!before!OCR!
measurements.! Dual=analyte! sensor! cartridges! were! soaked! in! XF! Calibrant! Solution! (Seahorse!
Biosciences)!in!24!well!cell!culture!microplates!overnight!at!37°C!to!hydrate.!Approximately!one!hour!
prior!to!experimentation,!injection!ports!on!the!sensor!cartridge!were!filled!with!oligomycin!(0,6!µM!
for!neurons,!1!µM!for!HeLa!cells),!Carbonyl!cyanide!4=(trifluoromethoxy)phenylhydrazone!(FCCP)!(6!
µM! for!neurons,!1µM! for!HeLa! cells)! and! rotenone! (50!nM! for!neurons,!1!µM! for!HeLa! cells)!with!
antimycin!A!(C:!0,182!µM!for!neurons!and!1!µM!for!HeLa!cells).!The!plate!was!then!loaded!into!the!
XF24!instrument!for!calibration.!For!oxygen!consumption!measurement,!growth!media!of!neurons!or!
HeLa! cells! were! replaced! with! incubation! media! (DMEM! supplemented! with! NaCl! (143mM),!
PhénolRed!(3mg/ml),!glucose!(10mM),!glutamine!(2mM)!and!pyruvate!(2mM)!at!pH!7.4,!and!kept!at!
37°C),! 1h! prior! experimentation.! The! XF24! microplate! was! then! loaded! into! the! Seahorse! XF24!
analyser!following!the!manufacturer’s!instructions.!All!experiments!were!carried!out!at!37°C.!
4. Immunoblot!analysis!
! Transfected!HeLa!cells!or!neurons!were!lysed!for!30!min!in!a!buffer!containing!50!mM!Tris=
HCL!pH!7.5,!250!mM!NaCl,!5!mM!EDTA,!5!mM!EGTA,!1!mM!Dithiothreitol,!0.1!%!Triton!X=100,!0.1!%!
SDS,!1!%!Deoxycholate,!1!%!NP40!and!protease!inhibitors!(«!Complete!»!protease!inhibitor!mixture,!
Roche! Applied! Science).! Cell! lysates! were! centrifuged! at! 14,000! rpm! at! 4°C! for! 10!min.! The! total!
protein!concentration!was!determined!in!the!supernatant!using!the!Bradford!Protein=assay!(Bio=Rad).!!
! Human!fibroblasts!were!lysed!for!30!min!in!a!buffer!containing!50!mM!Tris=HCL!pH!7.5,!250!
mM! NaCl,! 5! mM! EDTA,! 5! mM! EGTA,! 1! mM! Dithiothreitol,! 0.1! %! Triton! X=100,! 0.1! %! SDS,! 1! %!
Deoxycholate,! 1! %! NP40! and! protease! inhibitors! («!Complete!»! protease! inhibitor! mixture,! Roche!
Applied!Science).!After!sonication!(cycles!of!6!seconds!ON!/!6!seconds!OFF,!amplitude!40%,!during!1!
minute),! cell! lysates! were! centrifuged! at! 14,000! rpm! at! 4°C! for! 10! min.! The! total! protein!
concentration!was!determined!in!the!supernatant!using!the!Bradford!Protein=assay!(Bio=Rad).!!
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! Frozen!cortices!of!mice!were! lysed! in!a!buffer! containing!50!mM!Tris=HCL!pH!7.5,!250!mM!
NaCl,!5!mM!EDTA,!5!mM!EGTA,!1!mM!Dithiothreitol,!0.1!%!Triton!X=100,!0.1!%!SDS,!1!%!Deoxycholate,!
1!%!NP40!and!protease!inhibitors!(«!Complete!»!protease!inhibitor!mixture,!Roche!Applied!Science),!
and!10!times!dounced!(potter).!After!30!min!incubation!with!lysis!buffer,!and!after!sonication!(cycles!
of!6!seconds!ON!/!6!seconds!OFF,!amplitude!40%,!during!1!minute),!cell!lysates!were!centrifuged!at!
14,000! rpm!at!4°C! for!10!min.!The! total!protein! concentration!was!determined! in! the! supernatant!
using!the!Bradford!Protein=assay!(Bio=Rad).!!
100=200! µg! proteins! were! separated! by! SDS=PAGE! (8=15%)! and! transferred! onto!
nitrocellulose!membranes!(Whatman,!Protran).!Free!binding!sites!were!blocked!with!5!%!non=fat!dry!
milk,!0.2!%!Tween!20!in!Tris!Buffer!Saline!1X!pH!7.6!(blocking!buffer).!The!membranes!were!probed!
with! various!primary! antibody! (anti=OPA1! (1/300,!BD=Biosciences),! anti=actin! (1/25000,! Chemicon),!
anti=HSP60! (1/8000,! Sigma),! anti=citrate! synthase! (1/3000,! Abcam),! anti=OXPHOS! (1/200,!
Mitosciences),! anti=NDUFB4! (1/500,! Mitosciences),! anti=NDUFA9! (1/100,! Mitosciences),! anti=SDHA!
(1/1000,!Abcam),!anti=Core!1!(1/500,!Invotrogen),!anti=COXIV!(1/250,!Cell!Signaling!Technology),!anti=
ATP5C1!(1/500,!Abgent),!anti=ATP5H!(1/2000,!Abcam),!anti=aconitase!(1/500,!Abcam),!anti=SOD1!and!
anti=SOD2! (1/2000,! Epitomics),! anti=catalase! (1/3000,! Abcam))! and! incubated! overnight! at! 4°C! in!
blocking!buffer.!After!chemiluminescent!detection!of!horseradish!peroxidase=conjugated!secondary!
antibody!(1/10000,!Abcam),!scanned!photographic!films!were!analysed!using!ImageJ!software.!!
5. Immunocytochemistry!
HeLa!cells!were!fixed!for!20!min!with!PBS!containing!3.7%!formaldehyde!and!permeabilized!
for!5!min!in!PBS!1X,!0,25!%!TritonTM!X=100!and!incubated!for!10!min!at!=20°C!with!methanol!prior!to!
nuclear!NRF2!detection.!Non!specific!binding! sites!were!blocked!with!3!%!BSA! in!PBS!1X! for!15=30!
min! at! room! temperature.! Cells! were! immunostained! with! rabbit! polyclonal! anti=NRF2! antibody!
(1/50,!Santa!Cruz!Biotechnology)!for!1h!at!37°C.!!
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Neurons! were! fixed! for! 15! min! with! 37°C! PBS! containing! 3.7%! formaldehyde! and!
permeabilized!for!15!min!in!PBS!1X,!1!%!bovine!serum!albumin,!0.3!%!TritonTM!X=100!and!for!10!min!
at!=20°C!in!methano.!Non!specific!sites!were!blocked!for!1h!in!PBS!containing!5!%!normal!goat!serum,!
3!%!bovine!serum!albumin!and!0,5!%!Tween!20.!Polyclonal!antibodies!against!NRF2!(1/50,!Santa!Cruz!
Biotechnology)!were!incubated!overnight!at!4°C!in!blocking!solution.!!
HeLa! cells! or! neurons! were! then! incubated! with! Alexa! fluor! 488=conjugated! secondary!
antibodies! (1/300,!Molecular! Probes),! labelled!with! 0.25!µg/ml!Hoechst! in! PBS! 1X!over! 5!min! and!
mounted!in!Mowiol.!Immunolabelling!was!visualized!under!a!fluorescence!microscope!(Nikon!Eclipse!
80i!or!Zeiss!710!Big)!and!images!were!acquired!using!NIS=Element!(Nikon!Digital!Sight!DUS2!camera)!
or! ZEN! 2011! software.!HeLa! cells!with! accumulation! of!NRF2! staining! in! nucleus!were! counted! by!
stack!with!Hoechst!labelling!nucleus!using!ImageJ!software.!Nucleus!raw!integrated!densities!(sum!of!
pixel!values)!of!NRF2!by!µm2!in!neurons!were!measured!using!ImageJ!software!and!confocal!images.!
6. ROS!measurement!
Reactive! oxygen! species! levels! were! measured! using! the! fluorescent! dye! 2',7'=
dichlorodihydrofluorescein!diacetate!(CM=H2=DCFDA,!Molecular!Probes)!at!4!µM!for!30!min!at!37°C,!
in!HeLa!cells.!Fluorescence!intensities!were!measured!at!493!nm!by!WALLAC!VICTOR!1480!Multilabel!
Counter.!
7. Aconitase!activity!
! Aconitase!activities!in!HeLa!cells!or!neurons!measurements!were!performed!using!a!protocol!
already! described! in! (37).! The! photochrome! was! measured! at! 525! nm! using! the! UVIKON!
Spectrophotometer!922.!!
8. Glutathione!levels!
HeLa! cells! or! neurons! were! lysed! with! 200! µl! of! 5! %! metaphosphoric! acid! and! then!
centrifuged!1,500!g!at!4°C!during!10!min.!Final!supernatant!was!used!for!glutathione!assay!(reduced!
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GSH! and! oxidized! GSSG! measurements)! performed! by! reverse=phase! high=perforance! liquid!
chromatography!(HPLC)!as!previously!described!in!(38).!!
9. Enzymatic!antioxidant!activities!
! Superoxide!dismutase! (SOD)!activities! (Mn!SOD!and!Cu/Zn!SOD)!were!assayed!by!using!the!
inhibition!of!pyrogallol!auto=oxidation!on!HeLa!cell!extracts!as!performed!for!aconitase!activity.!One!
enzymatic!unit!of!SOD!activity!was!defined!as!the!amount!of!enzyme!that!inhibited!pyrogallol!auto=
oxidation!by!50!%!(38).!Catalase!activity!was!determined!by!measuring!decomposition!of!H2O2!at!240!
nm!described!in!(38).!
10. Rotenone!treatment!and!cellular!viability!
! Acute! rotenone=induced! oxidative! stress! in! transfected! neuron! primary! cultures! was!
performed!at!day!6! (DIV6)!with! rotenone! (1h,!500!nM)! (Sigma).!Then,! rotenone!was! removed!and!
cells!were!incubated!3h!with!the!same!media!prior!rotenone!incubation.!!
! Viability!of!plated!cortical!cells!was!estimated!using!the!Trypan!blue!exclusion!essay!(Sigma).!
siCtrl! or! siOPA1! transfected! neurons,! with! or!without! rotenone! treatment,! were! incubated! in! the!
presence!of!0.2!%!Trypan!blue!in!PBS!1X!for!3!min.!Viable!cells!(blue!negatives)!and!dead!cells!(blue!
positives)!were!estimated!by!counting!under!light!microscope.!
11. Statistical!analysis!
! Most!of!the!experiments!were!statistically!treated!with!Student’s!paired!t=test!because!of!the!
systematic! comparison! between! control! siRNA! and! siOPA1=treated! HeLa! cells! or! neurons.! Oxygen!
consumption! rates! between! siCtrl! and! siOPA1! treated! HeLa! cells! and! neurons! were! investigated!
using! a! nonparametric! test! (Mann=Withney).! Nucleus! NRF2! raw! integrated! densities! in! control! or!
OPA1!depleted=neurons!were!carried!out!with!a!nonparametric!test!(Mann=Whitney!test).!P!values:!p!
<!0,05*,!p!<!0,01**,!p!<!0,001***.!
! !
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Millet et al. Figure 7
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Healthy(volunteers( Age((year)( Gender( 5( 5( 5( 5(
C1( 43( M( 5( 5( 5( 5(
C2( 28( M( 5( 5( 5( 5(
C3( 25( F( 5( 5( 5( 5(
C4( new(born( M( 5( 5( 5( 5(
C5( 5( 5( 5( 5( 5( 5(
DOA(paDents( Age((year)( Gender( DNA(change/variant(1( Protein(mutaDon( Exon( Disease((symptoms)(
P1( 20( M( c.1770(G>C( splicing(defect(p?( Exon(18( DOA(
P2( 11( F( c.1334_G>A( p.R445H( Exon(14( DOA('plus'(syndrome(with(deafness(
P3( 16( F( c.1146_A>G( p.I382M( Exon(12( DOA(and(deafness(
P4( 51( F( c.2708_2711del( p.(Val903Glyfs*3)( Exon(27( DOA(
P5( 30( F( c.1334_G>A( p.R445H( Exon(14( DOA('plus'(syndrome(with(deafness(
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P7( 10( M( c.1146_A>G( p.I382M( Exon(12( DOA(and(ataxia(
P8( 35( M( c.1635_C>G( p.S545R( Exon(17( DOA('plus'(syndrome(and(ataxia(
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Figures!legends!
!
Figure!1!–!OPA1!down;regulation!affects!mitochondrial!respiratory!chain!activity!and!quantity!
(A)!Oxygen!consumption!rates!(OCR)!were!measured!at!6!days!in&vitro!(DIV6)!in!neurons!transfected!
with!control!small!interfering!RNA!(siCtrl,!black!line)!or!small!interfering!RNA!against!OPA1!(siOPA1,!
dotted! line).! Spontaneous! mitochondrial! respiration! is! significantly! lower! in! siOPA1=transfected!
neurons! (0.50! +/=! 0.05)! than! in! control! (0.74! +/=! 0.09).! After! oligomycin! (0.6! µM)! injection,! cell!
respiration! is! also! significantly! lower! in! siOPA1=transfected! neurons! (0.33! +/=! 0.04)! than! in! siCtrl=
transfected!cells!(0.5!+/=!0.06).!After!FCCP!(6!µM)!injection,!maximal!respiration!is!significantly!lower!
in! neurons! down=regulated! for! OPA1! (0.41! +/=! 0.08)! than! in! control! cells! (0.76! +/=! 0.11).! Finally,!
rotenone!(50!nM)!and!antimycin!A!(0.182!µM)! injections! inhibit!mitochondrial!respiration.!Reseults!
are! expressed! as! Mean! +/=! SEM! (n=3).! P! values! were! determined! by! Student’s! unpaired! t=test!
(p<0.01**!and!p<0.001***.!(B)!OCR!were!measured!in!HeLa!cells!transfected!with!siOPA1!and!siCtrl.!
Spontaneous!mitochondrial! respiration! is! significantly! lower! in! HeLa! cells! transfected!with! siOPA1!
(0.26! +/=! 0.04)! compared! to! control! cells! (0.42! +/=! 0.06).! After! oligomycin! (0.6! µM)! injection,! cell!
respiration! is!also!significantly! lower! in!siOPA1=transfected!cells! (0.22!+/=!0.03)!than! in!control!cells!
(0.37! +/=! 0.05).! After! FCCP! (6!µM)! injection!maximal! respiratory! is! significantly! lower! in!HeLa! cells!
down=regulated! for!OPA1! (0.23!+/=!0.04)! than! in! control! cells! (0.55!+/=!0.11).! Finally,! rotenone! (50!
nM)!and!antimycin!A!(0.182!µM)!injections!inhibit!mitochondrial!respiration.!Results!are!expressed!as!
mean!+/=!SEM!(n=3).!P!values!were!determined!by!Student’s!unpaired!t=test!p<0.05*!and!p<0.01**.!
(C)!Immunoblots!and!representative!histograms!showing!the!effect!of!OPA1!down=regulation!in!HeLa!
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cells!on! levels!of!two!subunits!of!the!mitochondrial! respiratory!chain!complexes!(complex! I=IV)!and!
three! subunits!of!ATP!synthase! (complex!V)! relative! to!HSP60! (AU:!Arbitrary!Units,!Mean!+/=!SEM,!
n=7!to!n=10).!NDUFB4!(n=10)!quantity!is!significantly!lower!in!siOPA1=transfected!HeLa!cells!(0.47!+/=!
0.07)! than! in! siCtrl=transfected! cells! (0.85! +/=! 0.09).! SDHB! (n=10)! quantity! is! significantly! lower! in!
siOPA1!treated!HeLa!cells! (0.68!+/=!0.16)! than! in!control!cells! (0.96!+/=!0.16).!Core!2! (n=10)! level! is!
significantly!decreased! in! siOPA1! treated!cells! (0.75!+/=!0.05)! than! in! control! cells! (1.238!+/=!0.10).!
COX! I! (n=10)! is! decreased! in! siOPA1=transfected! cells! (0.37!+/=! 0.05)! than! in! control! cells! (0.69!+/=!
0.06).!P!values!were!determined!by!Student’s=paired!t=test!(p<0.05*,!p<0.01**!and!p<0.001***).!
!
Figure!2!–!Imbalance!of!redox!state!in!OPA1!down;regulated!cells!
(A)!Total!ROS!measured!by!H2DCFDA!probe! in!HeLa!cells! transfected!with!siOPA1! (72.63!+/=!4.6)! is!
lower!than!in!siCtrl!treated!cells!(95.48!+/=!9.1).!Aconitase!activity!(B)!is!lower!in!siOPA1=treated!HeLa!
cells! (3.185! +/=! 1.41)! when! compared! to! siCtrl=treated! cells! (4.811! +/=! 1.361)! and! (C)! in! neurons!
depleted! for! OPA1! (2.2! +/=! 0.4)!when! compared! to! control! cells! (3.0! +/=! 0.5).! Reduced! (GSH)! and!
oxidized! (GSSG)!glutathione! levels! are!observed! in!HeLa! cells! (D)! and!neurons! (E)! transfected!with!
siOPA1! (grey),! compared! to! control! cells! (white).!Results!are!expressed!as!mean!+/=! SEM!with!n=4!
(D,E)!to!n=5!(A,B,C).!P!values!were!determined!by!Student’s=paired!t=test!p<0.05*!and!nonparametric!
test!(Mann=Whitney)!for!ROS!fluorescence!analysis!(A).!
!
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Figure!3!–!OPA1!down;regulation!induces!the!nuclear!translocation!of!the!transcription!factor!NRF2!!
(A)!Representative!micrographs!of!NRF2!(green)!immunocytofluoresence!and!DNA!Hoechst!staining!
(blue)! in!siOPA1!or!siCtrl=treated!HeLa!cells.!Histogram!represented!percentages!of!cells!with!NRF2!
nuclear!translocation!(300=400!cells!per!condition).!Nuclear! immunostaining!of!NRF2! is!observed! in!
15.18!+/=! 1.86!%!of! control!HeLa! cells! and! in!51.68!+/=! 5.57!%!of! siOPA1=treated! cells.! Results! are!
expressed!as!mean!+/=!SEM!with!(n=14).!P!values!were!determined!by!a!nonparametric!test!(Mann=
Whitney!test),!p<0.001***.!(B)!Representative!micrographs!of!NRF2!(green)!immunocytofluoresence!
and!DNA!Hoechst!staining!(blue)!in!siOPA1!or!siCtrl=treated!neurons.!Histogram!represented!nuclear!
fluorescence! intensity!(pixels!sum/µm2)!determined!by!ImageJ!software!of!NRF2,!which! is!higher! in!
siOPA1=treated!neurons!(471.4!+/=!8.5)!than!in!control!cells!(412.8!+/=!6.17).!Results!are!expressed!as!
mean!+/=!SEM!with!(750=850!cells!per!condition!n=5).!P!values!were!determined!by!a!nonparametric!
test!(Mann=Whitney!test),!p<0.001***.!Scale!bar:!10µm.!
!
Figure!4!–!Proteins!levels!of!NRF2!targets!are!increased!in!OPA1;depleted!cells!
Representative!immunoblots!and!relative!quantities!of!SOD1!and!SOD2!in!HeLa!cells!and!neurons!(A).!
SOD1! quantity! is! increased! in! siOPA1=transfected! HeLa! cells! (1.05! +/=! 0.03)! compared! to! siCtrl=
treated!cells!(0.79!+/=!0.05).! (B)!Total!SODs!activity!(SOD1!and!SOD2)!is!increased!in!HeLa!cells!after!
siOPA1!transfection!(1.008!+/=!0.12)!compared!to!control!cells!(0.73!+/=!0.08).!(C)!Catalase!quantity!is!
increased! in! siOPA1! (1.6! +/=! 0.33)! when! compared! to! siCtrl=treated! neurons! (0.85! +/=! 0.14).! (D)!
Catalase!activity!is!increased!in!neurons!transfected!with!siOPA1!(5.563+/=!0.66)!when!compared!to!
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siCtrl!(3.441!+/=!0.69).!Results!are!expressed!as!mean!+/=!SEM!with!n=5!(C,D)!to!n=8!(A,B).!Statistical!
significance!was!determined!by!Student’s=paired!t=test!p<0.05*,!p<0.01**.!
!
Figure!5!–!Acute!oxidative!stress!challenges!viability!of!siOPA1;treated!neurons,!which!are!unable!
to!induce!NRF2!pathway!
(A)!Trypan!blue!exclusion!assay!were!performed!3h!after!acute!rotenone!treatment!(1h,!500nM)!in!
neurons!transfected!with!(grey)!or!without!siOPA1!(white).!Viable!cells,!which!exclude!the!colouring!
agent! are! lower! in! siOPA1! neurons! treated!with! rotenone! (81.63! +/=! 0.76!%)! than! in! control! cells!
treated!with!rotenone!(87.5!+/=!0.93!%).!(B)!Percentage!of!picnotic!nuclei!determined!after!Hoechst!
staining!is!higher!in!siOPA1!(grey)!or!siCtrl=treated!neurons!(white),!with!or!without!acute!rotenone!
treatment! (1h,! 500nM)! (C)! Histogram! represented! nuclear! fluorescence! intensity! of! NRF2! (pixels!
sum/µm2)! estimated!using! Image! J! software,!which! is! higher! in! siOPA1=treated!neurons! (471.4! +/=!
8.5)!than!in!control!cells!(412.8!+/=!6.17)!without!rotenone!treatment.!After!1h!rotenone!incubation!
and! 3h! in! reconditioning! medium,! NRF2! nuclear! fluorescence! intensity! is! increased! in! control!
condition! (478.7! +/=! 10.45)! but! not! in! siOPA1=transfected! neurons! (459.9! +/=! 8.852).! (D)!
Representative!immunoblots!and!histograms!of!SOD1!(n=8),!SOD2!(n=8)!and!catalase!(n=7)!proteins!
quantities! relative! to! actin! in! neurons! after! siOPA1! (grey)! or! siCtrl=transfection! (white),! with! or!
without! acute! rotenone! treatment! (500nM,! 1h).! Rotenone! treatment! doesn’t! change! SOD2!
quantities!in!control!or!siOPA1=treated!cells.!Upon!acute!stress,!SOD1!quantity!is!increased!in!siCtrl=
transfected!neurons!(without!rotenone:!1.173!+/=!0.1068;!with!rotenone:!1.488!+/=!0.1174),!but!not!
                                                                                                                                                       Article 
! 262!
in!siOPA1=transfected!cells!(without!rotenone:!1.148!+/=!0.1917;!with!rotenone:!0.8771!+/=!0.1487).!
Catalase!protein!level!is!decreased!after!rotenone!treatment!in!siOPA1=transfected!neurons!(without!
rotenone:!1.683!+/=!0.2505;!with!rotenone:!1.052!+/=!0.1019)!and!is!unchanged!in!siCtrl!transfected!
cells! (without! rotenone:! 1.193! +/=! 0.17;! with! rotenone:! 1.219! +/=! 0.13).! Results! are! expressed! as!
mean!+/=!SEM!with!n=4! (A),!at! least!100!nuclei!per!conditions!n=4! (B);!750=850!cells!per!condition!
n=5! (C)! n=7=8! (D).! Statistical! significance! was! determined! by! Student’s=paired! t=test! (A,! B)! and! a!
nonparametric! test! (Mann=Whitney)! (C);! for! D:! siCtrl! versus! siOPA1! with! or! without! rotenone!
treatment! Student’s=paired! t=test! and! for! rotenone! treated! and!non! treated! siCtrl! cells,! Student’s=
unpaired!t=test,!for!rotenone!treated!and!non!treated!siOPA1!cells,!Student’s=unpaired!t=test!p<0.05*,!
p<0.01**,!p<0.001***.!
!
Figure!6!–!The!redox!state!is!imbalanced!in!DOA!mice!models!(OPA1+/.)!
(A)!Aconitase!activities!measured!by!colorimetric!assay!in!cortices!of!4!(n=10)!and!10!(n=6)!months!
old!OPA1+/Z!(striped)!and!OPA1+/+!control!mice!(grey)!cortices.!Aconitase!activity!is!significantly!lower!
at!10!months!old!OPA1+/Z&mice!(0.97!+/=!0.23)!compared!to!10!months!old!control!OPA1+/+!mice!(2.24!
+/=! 0.38).! Aconitase! activity! is! decreased! in! cortices! of! 10!months! old!OPA1+/Z!mice! (0.97! +/=! 0.23)!
compared! to! 4! months! old! OPA1+/Z! mice! (1.90! +/=! 0.24).! ! (B)! SOD1,! SOD2! and! catalase! protein!
quantities!relative!to!actin!were!measured!in!4!(n=10)!and!10!(n=6)!months!old!OPA1+/Z!and!OPA1+/+!
mice!cortices.!SOD1!quantity!is!lower!in!cortices!of!4!months!old!mutant!mice!OPA1+/Z!(0.69!+/=!0.08)!
compared!to!OPA1+/+!mice! (1.10!+/=!0.11).!SOD1!quantity! is! increased! in!cortices!of!10!months!old!
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OPA1+/Z!mice!(1.48!+/=!0.18)!compared!to!4!months!old!OPA1+/Z!mice!(0.69!+/=!0.08).!SOD2!quantity!is!
increased!in!cortices!of!10!months!old!mutant!mice!(1.55!+/=!0.11)!compared!to!4!months!old!OPA1+/Z!
mice!(1.05!+/=!0.11).!Results!are!expressed!as!mean!+/=!SEM!with!n=10!4!months!old!mice!and!n=6!
for!10!months!old!mice.! Statistical! significance!was!determined!by!Student’s!unpaired! t=test! and!a!
nonparametric!test!(Mann=Whitney)!p<0.05*,!p<0.01**.!
!
Figure!7!–!Antioxidant!defences!levels!in!fibroblasts!from!DOA!patients!
SOD1,! SOD2,! catalase,! GSTP1! and! NQO1! proteins! levels! were! quantified! by! immunoblot! in! five!
healthy!volunteer’s!skin!fibroblasts!(CTRL,!C1=C5)!and!eight!DOA!patient’s!skin!fibroblasts!(DOA,!P1=
P8).!SOD1!CTRL:!1.15!+/=!0.25;!SOD1!DOA:!0.62!+/=!0.16;!SOD2!CTRL:!1.21!+/=!0.19;!SOD2!DOA:!0.59!
+/=!0.16;!catalase!CTRL:!0.82!+/=!0.10;!catalase!DOA:!0.96!+/=!0.10;!GSTP1!CTRL:!1.10!+/=!0.17;!GSTP1!
DOA:!0.82!+/=!0.09;!NQO1!CTRL:!0.81!+/=!0.16;!NQO1!DOA:!0.83!+/=!0.15.! !Results!are!expressed!as!
mean!+/=!SEM!with!n=3=6!per!DOA!and!CTRL!fibroblasts.!!
!
Table!1!–!Clinical!symptoms!and!mutations!of!DOA!patients!
!
! !
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Methods!(Supplemental!Data)!
1.!Total!intracellular!ATP!level!
! ATP!measurements! in!HeLa!cells!were!determined!using!the!ATP!Colorimetric/Fluorometric!
Assay!kit!(Abcam).!ATP!intracellular!levels!were!performed!with!the!colorimetric!assay,!following!the!
manufacturer’s! instructions,! on! 1.106! HeLa! cells! transfected! with! small! interfering! RNA! control! or!
against!OPA1.!ATP!contents!were!measured!in!duplicate!(570!nm)!and!calculated!per!microgram!of!
proteins.!
ATP!and!ADP!measurements!in!siOPA1!or!siCtrl!transfected!neurons!were!determined!using!a!
bioluminescence!technique!with!an!ATP!monitoring!kit!(Anne!Devin!et!al.!2006).!
2.!NAD+!and!NADH,!H+!levels!
Intracellular!NAD+!and!NADH!levels!in!HeLa!cells!were!measured!with!an!NAD+/NADH!Assay!
kit! (Abcam)!according! to! the!manufacturer's! instructions.!Briefly,!2.106!HeLa!cells!were! transfected!
with!small! interfering!RNA!control!or!against!OPA1.!Cells!were!washed!with!cold!PBS!and!extracted!
with!NADH/NAD!extraction!buffer!by!two!freeze/thaw!cycles!(20!min!on!dry!ice!and!then!10!min!at!
room!temperature).!Total!NAD!(NADt)!and!NADH!levels!were!detected!in!a!96=well!plate,!and!color!
was!developed!and!read!at!450!nm.!NAD+/NADH!ratio!was!calculated!as!(NADt!−!NADH)/NADH.!
3.!TCA!cycle!enzymes!activities!
Activities!were!evaluated!in!HeLa!cells!transfected!with!siCtrl!or!siOPA1!lysates.!!
Citrate!synthase!activity!was!determined!by!measurement!of!TNB!produced!by!the!reaction!
of!CoA=SH!and!5’5!dithiobis!2!nitrobenzoic!acid!(DTNB).!930!µl!of!reaction!media!(100!µM!DTNB,!100!
mM! TrisHCL! pH! 8.0,! 300! µM! acetyl=CoA,! 500! µM! oxaloacetate,! 0,1! %! Triton! X=100)! and! 40! µg! of!
proteins!were!measured!at!412!nm!(37°C).!Reactions!start!after!adding!50!µl!of!10!mM!oxaloacetic!
acid!diluted!in!100!mM!Tris!HCl!pH!8.1.!
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Succinate! dehydrogenase! activity! was! evaluated! by! the! reduction! of! 2,6=dichlorophenol=
indophenol! (DCPIP).! Complex! III! activity! was! inhibited! by! antimycin! to! impair! the! ubiquinone!
reduction! and! reverse! electron! flow! was! stopped! by! rotenone,! a! complex! I! inhibitor.! 976! µl! of!
reaction!media! (25!mM! K! Phosphate! pH! 7.5,! 20!mM! succinate,! 100! µM! decylubiquinone,! 50! µM!
DCPIP,!1!mM!KCN,!5µM!rotenone,!12.5!µg/mL!antimycin!A,!2!mg/ml!BSA)!and!40!µg!of!proteins!were!
measured!at!600!nm!(37°C).!Reactions!start!after!adding!4!µl!of!25!mM!decylubiquinone.!
Fumarase! is!a!reversible!enzyme,!which!produce!fumarate!or!malate.! In!presence!of!a!high!
concentration!of!malate,! fumarase!activity! is!determined!by! the!production!of! fumarate.!930!µl!of!
reaction!media! (100!mM!K! PO4,! 50!mM!malate)! and! 60µg! of! proteins!were!measured! at! 250! nm!
(37°C).!Reactions!start!after!adding!50!µl!of!1M!malate!and!500!mM!K!phosphate!pH!7.4.!
Malate!dehydrogenase! activity!was!measured! in! 965!µl! of! reaction!media! (50!mM!sodium!
phosphate,!5!mM!trisodium!DL=isocitrate)!and!60!µg!proteins!at!240!nm!(37°C).!Reactions!start!after!
adding!5µl!of!1!M!isocitrate.!
4.!Extracellular!lactate!levels!
Lactate! extracellular! measurements! were! performed! with! a! kit! (BioMérieux).! Lactate! was!
measured!in!media!supernatants!(1/10!dilution)!of!72h!HeLa!cells!transfected!with!siCtrl!or!siOPA1!at!
505!nm,!following!the!manufacturer’s!instructions.!
5.!Immunoblot!
Primary!antibodies!used!for!immunoblots:!anti=NQO1!(1/3000,!Abcam),!anti=GSTP1!(1/8000,!
Oxford!Biochemical!Research),! anti=ferritin!heavy! chain! (1/500,!Abcam)!and!anti=ferritin! light! chain!
(1/4000,!Abcam).!
6.!Kinetic!of!NRF2!nuclear!translocation!!
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After! fixation! and! permeabilization,! HeLa! cells! were! incubated! with! primary! antibodies!
against!NRF2!(1/50,!Santa!Cruz!Biotechnology)!and!Alexa!fluor!488=conjugated!secondary!antibodies!
(1/300,!Molecular! Probes).! Immunolabelling! of! HeLa! cells! 66h,! 67h,! 68h,! 69h,! 70h,! and! 72h! after!
siControl!and!siOPA1!transfection!was!visualized!under!a!fluorescence!microscope!(Nikon!Eclipse!80i)!
and! images! were! acquired! using! NIS=Element! (Nikon! Digital! Sight! DUS2! camera).! HeLa! cells! with!
accumulation!of!NRF2!staining!in!nucleus!were!counted!by!stack!with!Hoechst!labelling!nucleus!using!
ImageJ!software.!!
7.!Chronic!rotenone!treatment!and!cellular!viability!
Chronic! rotenone=induced! oxidative! stress! in! transfected! neuron! primary! cultures! was!
performed! at! day! 6! (DIV6)! by! replaced!½!media!with! rotenone! (50! nM)! (Sigma).! 24h! or! 48h! after!
rotenone!treatment,!viability!of!plated!cortical!cells!was!estimated!using!the!Trypan!blue!exclusion!
essay!(Sigma).!siCtrl!or!siOPA1!transfected!neurons,!with!or!without!rotenone!treatment,!were!then!
incubated!in!the!presence!of!0.2!%!Trypan!blue!in!PBS!1X!for!3!min.!Viable!cells!(blue!negatives)!and!
dead!cells!(blue!positives)!were!estimated!by!counting!under!light!microscope.!
! !
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! !Millet et al. Supplemental Figure 1
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! !Millet et al. Supplemental Figure 2
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! !Millet et al. Supplemental Figure 4
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! !Millet et al. Supplemental Figure 5
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! !Millet et al. Supplemental Figure 7
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! !Millet et al. Supplemental Figure 8
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! !Millet et al. Supplemental Figure 8
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Supplemental!Figures!legends!
Supplemental!Figure!1!–!Mitochondrial!biomass! is!not!affected!by!the! loss!of!OPA1!both! in!HeLa!
cells!and!neurons!
Representative! immunoblots! and! histograms! showing! protein! levels! of! OPA1! (inner! membrane),!
HSP60! (matrix),! citrate! synthase! (matrix),! VDAC! (outer!membrane)! and! TOM20! (outer!membrane)!
relative!to!actin!in!OPA1!down=regulated!(A)!HeLa!cells!(n=5=8)!and!(B)!neurons!(n=5).!OPA1!proteins!
levels! are! drastically! in! siOPA1=transfected!HeLa! cells! (92%)! and! in! neurons! (70%).! In!OPA1!down=
regulated!HeLa! cells! and! neurons,! there! are! no! differences! of! all! proteins! quantities! compared! to!
control! cells.! Results! are! expressed! as! mean! +/=! SEM! with! n=5=8.! P! values! were! determined! by!
Student’s=paired!t=test!(A,!B),!p<0.001***.!
!
Supplemental! Figure!2!–!Down! regulation!of!OPA1!doesn’t! globally! change! the! tricarboxylic! acid!
(TCA)!cycle!activity!and!intracellular!ATP!level!
(A)! Total! intracellular! ATP! level! was! unchanged! in! OPA1! down=regulated! cells! when! compared! to!
siCtrl=treated!cells.! (B)!Ratio!of!NAD+/NADH,!H+!and!total! intracellular! levels!of!NAD+!and!NADH,!H+!
were!unchanged!in!HeLa!cells!transfected!with!siOPA1!when!compared!to!siCtrl!cells.!(C)!Activities!of!
TCA!cycle!enzymes!citrate!synthase,!succinate!dehydrogenase,!fumarase!and!malate!dehydrogenase,!
in! siOPA1=treated! HeLa! cells! and! in! control! cells.! Both! succinate! dehydrogenase! and! fumarase!
activities!were! slightly! decreased! in! siOPA1=treated!HeLa! cells! (6.438! +/=! 0.701! and! 90.56! +/=! 6.34!
respectively)!compared!to!control!cells!transfected!with!siCrtl!(8.688!+/=!0.7229!and!107.3!+/=!9.423!
respectively).! (D)! Extracellular! lactate! levels! were! the! same! in! HeLa! cells! with! or! without! siOPA.!
Results!are!expressed!as!mean!+/=!SEM!with!n=4=5!(A),!n=5!(B),!n=16!(C)!and!n=2!(D).!P!values!were!
determined!by!Student’s=paired!t=test!p<0.05*,!p<0.001***.!
!
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Supplemental!Figure!3!–!Aconitase!quantity!in!OPA1;depleted!cells!!
Representative! immunoblots! and!histograms! showing! that!OPA1!down=regulation! in! (A)!HeLa! cells!
and!(B)!neurons!has!no!effect!on!the!expression!of!aconitase!relative!to!actin.!Results!are!expressed!
as!mean!+/=!SEM!with!n=8!(A),!n=6!(B).!Statistical!analysis!was!determined!by!Student’s=paired!t=test.!
!
Supplemental! Figure! 4! –! Kinetic! of! NRF2! nuclear! translocation! in! HeLa! cells! upon! OPA1! down;
regulation!
Representative!histogram!showing!percentage!of!cells!with!NRF2!nuclear!translocation!66h,!67h,!68h,!
69h,!70h!and!72h!after!siOPA1!(grey)!and!siCtrl!(white)!transfection.!Results!are!expressed!as!mean!
+/=!SEM!with!n=4=14!(400!cells!per!condition).!Statistical!analysis!was!determined!by!Student’s=paired!
t=test!p<0.01**,!p<0.001***.!
!
Supplemental!Figure!5!–!NRF2!target!proteins!levels!in!siOPA1!treated!neurons!and!HeLa!cells!
(A)! Representative! immunoblots! and! histograms! showing! the! effect! of! OPA1! down=regulation! on!
catalase,!NAD(P)H!deshydrogenase!quinone!1!(NQO1),!glutathione=s=transferase!p1!(GSTP1),!Ferritin!
Heavy! Chain! (FHC)! and! Ferritin! Light! Chain! (FLC)! expressions! relative! to! actin,! in! siOPA1! or! siCtrl=
treated!HeLa!cells.!Only!GSTP1!was!increased!about!30!%!in!siOPA1=treated!HeLa!cells.!(B)!Catalase!
activity! is! unchanged! in! HeLa! cells! transfected! with! siOPA1! when! compared! to! siCtrl.! (C)!
Representative! immunoblots! of! SOD1,! SOD2,! NQO1! and! GSTP1! expressions! relative! to! actin,! in!
siOPA1!and!siCtrl=treated!neurons.!Results!are!expressed!as!mean!+/=!SEM!with!n=8!(A),!n=5!(B),!n=7!
(C).!Statistical!significance!was!determined!by!Student’s=paired!t=test!p<0.01**.!
!
Supplemental!Figure!6!–!Chronic!oxidative!stress!by!rotenone!treatment!impairs!neurons!viability!
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Trypan! blue! assays! were! performed! 24h! and! 48h! after! 50nM! rotenone! exposure! in! neurons!
transfected!with!or!without!siOPA1,!to!induce!chronic!oxidative!stress.!Both!in!24h!and!48h!rotenone!
treatment,! the!number!of! viable! cells! are! lower! in! siOPA1=transfected!neurons,! respectively!of!9.5!
and!14.3!%!when!compared!to!siCtrl!cells.!A!chronic!oxidative!stress!induced!a!20.2!%!decreased!of!
viability!in!siCtrl!neurons!between!24h!and!48h!rotenone!treatment,!and!a!25.0!%!in!siOPA1=treated!
neurons!between!24h!and!48h!rotenone!treatment.!Results!are!expressed!as!mean!+/=!SEM!with!n=4.!
Statistical!significance!was!determined!by!Student’s=paired!t=test!p<0.05*!for!siCtrl!versus!siOPA1!per!
condition,! and! by! a! nonparametric! test! (Mann=Whitney! test)! for! siCtrl! and! siOPA1! (24h! rotenone!
treatment)!versus!siCtrl!and!siOPA1!(48h!rotenone!treatment)!respectively,!p<0.05*.!!
!
Supplemental! Figure! 7! –! OPA1! and! aconitase! quantities,! and! catalase! activities! in! OPA1+/.!
transgenic!mice!
(A)!Histograms! representative! of!OPA1!quantities! in! cortices! of! 4! (n=10)! and! 10! (n=6)!months! old!
control!mice!(grey)!and!DOA!mice!model!(striped).!OPA1!quantity!is!significantly!decreased!in!OPA1+/Z!
4!months!old!mice!(0.76!+/=!0.11)!compared!to!4!months!old!OPA1+/+!mice!(1.09!+/=!0.10),!as!well!as!
in!10!months!old!OPA1+/Z!mice!(0.50!+/=!0.06)!compared!to!10!months!old!control!OPA1+/+!mice!(1.01!
+/=!0.09).! (B)!Histogram!representative!of!aconitase!quantities! in!cortices!of!4! (n=10)!and!10! (n=6)!
months!old!control!mice!(grey)!and!DOA!mice!model!(striped).!(C)!Catalase!activities!were!measured!
in!cortices!of!control!and!mutant!mice!at!4!(n=10)!and!10!(n=6)!months!old.!
!
Supplemental! Figure! 8! –! DOA! patient’s! fibroblasts! and! control’s! fibroblasts! antioxidant! proteins!
levels!
Representative! immunoblot!showing! levels!of!SOD1,!SOD2,!catalase,!GSTP1,!NQO1!and!actin! (A)! in!
five!healthy!volunteer’s!(CTRL)!fibroblasts!(C1=C5)!and!(B)! in!eight!DOA!patient’s!fibroblasts!(P1=P8).!
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(C)!Antioxidant!proteins!levels!relative!to!the!age!of!patients!and!controls’!fibroblasts:!the!quantity!of!
each!protein!is!not!correlated!to!the!age!of!the!persons.!
!
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Involvement!of!the!mitochondrial!protein!OPA1!in!redox!state!regulation!and!characterization!of!
OPA1;partners:!which!consequences!in!Dominant!Optic!Atrophy!pathogenesis?!
!
Dominant!Optic!Atrophy!(DOA)!is!a!common!cause!of!inherited!visual!failure!affecting!at!least!1!
in!50!000!persons! in!Europe.!OPA1!mutations!are!the!main!genetic!cause!of!DOA,!causing!bilateral!
symmetrical! optic! atrophy! due! to! specific! loss! of! retinal! ganglion! cells.! Although! optic! nerve!
degeneration!remains!the!hallmark!of!DOA,!a!syndromic!form!called!“DOA!plus”,!including!deafness,!
ataxia!and/or!myopathy,!was!recently! reported!to!affect!up!to!20%!of!all!mutations!carriers.!More!
than!200!mutations!have!been!listed,!most!are!truncations!in!line!with!haploinsufficiency!being!the!
major! pathogenic! mechanism! of! DOA.! OPA1! is! a! dynamin! anchored! to! the! inner! mitochondrial!
membrane!and! involved! in!mitochondrial!dynamics,!and!also!has!an!anti=apoptotic! function.!Some!
reports!using!cellular!or!invertebrate!models!of!DOA!suggest!a!role!of!OPA1!in!oxidative!metabolism,!
but!they!still!remain!controversial!and!the!precise!mechanistic! involved!in!DOA!pathogenesis! is!still!
unknown.! To! characterize! the! molecular! and! cellular! consequences! of! OPA1! loss! of! function!
(depletion! or! mutations),! we! have! studied! intracellular! redox! homeostasis! through! oxidative!
metabolism!and!antioxidant!defenses.!In!addition,!we!have!looked!for!OPA1=partners!to!unravel!the!
dynamin!functions.!!
! To!mimic!haploinsufficiency!in!human!cells!(HeLa)!and!in!rodent!cortical!neurons!in!primary!
culture,!OPA1!was!down=regulated!by!an!RNA!interference!strategy.!In!both!models,!the!amount!and!
activity! of! the! mitochondrial! respiratory! chain! proteins! is! decreased,! as! well! as! the! activity! of!
aconitase,!which! is! sensitive! to! intra=mitochondrial! Reactive!Oxygen! Species! (ROS),! indicating! that!
the! cellular! oxidative!metabolism! is! disturbed.! To! evaluate! the! cellular! antioxidant! responses,! we!
focused!on! the!major!detoxification!pathway!centered!on! the!NRF2! transcription! factor,!which!we!
found!active!in!both!OPA1!down=regulated!cellular!models.!Furthermore,!some!NRF2!target!proteins!
quantity!and/or!activity!are!increased,!such!as!superoxide!dismutase!1!and!2!(SOD1,!2),!catalase!and!
GSTP1.!Thus,!down=regulation!of!OPA1! induced!a!deregulation!of! redox!homeostasis:! cells!are! in!a!
pro=oxidative! state.! Moreover,! upon! application! of! an! acute! exogenous! oxidative! stress,! OPA1=
depleted!neurons!do!not!show!any!increase!of!their!antioxidant!defenses!and!die!earlier!than!control!
cells.!We! hypothesize! that! these! OPA1=depleted! cells! become! sensitive! to! oxidative! stress,! which!
could!induce!cell!death!since!the!antioxidant!machinery!can!not!be!further!activated.!To!extend!our!
analysis!to!a!more!physiological!model,!we!measured!the!redox!state!status!of!cortices!of!OPA1+/=!
mice.!We!found!a!high!ROS!level! in!cortices!of!4!and!10!month=old!animals,!evaluated!indirectly!by!
aconitase! activity! drastic! decrease.! Thus,! like! the! cellular!models,!OPA1+/=!mice! appear! to! be! in! a!
disturbed!redox!state.!
! Since! the! redox! homeostasis! deregulations! observed! in! cellular! and! animal! models! could!
explain!DOA!pathogenesis,!we! determined! if! these! disturbances!were! found! in! patients’! cells.!We!
evaluated!antioxidant!enzymes!quantities!in!skin!fibroblasts!of!DOA!patients!and!found!cases!of!very!
low! defenses,! for! instance! of! superoxide! dismutase,! a! key! ROS! detoxifying! enzyme.! Thus,! these!
patients!may!be!more!sensitive!to!exogenous!stress!such!as!UV!or!hypoxia,!which!can!be!aggravating!
factors!of!the!disease!and!could!lead!to!accelerated!RGC!loss.!
Finally,! to! shed! more! light! on! OPA1! functions,! we! conducted! an! interactome! analysis! to!
identify!its!protein!partners,!in!rodent!primary!cortical!neurons.!Among!the!3!proteins!identified!in!3!
independent!replicates,!we!found!an!oxidative!metabolism!enzyme,!in!line!with!our!previous!results!
on!the!involvement!of!OPA1!in!redox!state!regulation.!
Therefore,!our!results!open!novel!ways!for!the!understanding!of!DOA!pathogenesis!and!could!
provide!therapeutic!perspectives,!such!as!the!use!of!antioxidant!molecules!to!prevent!or!slowdown!
optic!atrophy!and!extra=ocular!symptoms.!
!
Key&words:&mitochondria,&oxidative&metabolism,&antioxidant&defenses,&OPA1,&redox&state,&Dominant&
Optic&Atrophy&(DOA).& &
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Implication!de!la!protéine!mitochondriale!OPA1!dans!l’homéostasie!redox!et!caractérisation!de!ses!
partenaires!protéiques!:!quelles!conséquences!sur!la!pathogenèse!de!l’Atrophie!Optique!
Dominante!de!type!1!?!
!
L’Atrophie!Optique!Dominante! de! type! 1! (ADOA=1)! est! une! rétinopathie! héréditaire! qui! se!
traduit!par!une!dégénérescence!des!cellules!ganglionnaires!de!la!rétine!suivie!d’une!atrophie!du!nerf!
optique.! L’ADOA=1! est! caractérisée! par! une! diminution! de! l'acuité! visuelle,! pouvant! entraîner! la!
cécité! et! reste! à! l’heure! actuelle! sans! recours! thérapeutique.! Une! forme! syndromique! nommée!
«!ADOA=1!plus!»!touche!environ!20%!des!patients!et!se!traduit!par!des!atteintes!extra=oculaires!de!
type! ataxie! ou! surdité.! Des! mutations! du! gène! codant! la! protéine! mitochondriale! OPA1! ont! été!
décrites!comme!responsables!de!l’ADOA=1!et!aboutissent!dans!la!majorité!des!cas!à!un!phénomène!
d’haploinsuffisance.!De!nombreuses!études!ont!montré!que!la!dynamine!OPA1!est!impliquée!dans!la!
fusion! des!membranes! internes!mitochondriales! et! possède! un! rôle! anti=apoptotique.! Des! travaux!
menés! sur! des! modèles! cellulaires! ou! invertébrés! de! l’ADOA=1! suggèrent! une! implication! de! la!
dynamine! dans! le! métabolisme! oxydatif! mitochondrial! mais! ces! données! restent! toutefois!
controversées! et! les! mécanismes! moléculaires! sous=jacents! inconnus.! C’est! pourquoi! nous! avons!
analysé! l’homéostasie! redox!de! la! cellule!en!étudiant! l’état!du!métabolisme!oxydatif! et! la!mise!en!
place! des! défenses! antioxydantes.! Parallèlement,! nous! avons! identifié! l’environnement! protéique!
d’OPA1,!par!une!approche!de!protéomique,!afin!de!préciser!les!mécanismes!moléculaires!impliqués!
notamment!dans!les!fonctions!identifiées!de!la!dynamine.!
! Des! cellules! humaines! (HeLa)! et! des! neurones! corticaux! (rat)! en! culture! primaire! ont! été!
traités! par! une! stratégie! d’interférence!ARN!pour! diminuer! l’expression! d’OPA1! et! ainsi!mimer! un!
phénomène! d’haploinsuffisance.! Dans! ces! deux! modèles,! la! quantité! et! l’activité! de! la! chaîne!
respiratoire!mitochondriale!sont!diminuées!ainsi!que! l’activité!de! l’aconitase,! (une!enzyme!sensible!
aux!taux!d’Espèces!Actives!de!l’Oxygène!(EAOs)!intra=mitochondriaux)!suggérant!que!le!métabolisme!
oxydatif! des! cellules! est! perturbé.! La! réponse! antioxydante! a! été!mesurée!par! l’analyse!d’une!des!
voies!principales!de!détoxification! faisant! intervenir! le! facteur!de!transcription!NRF2,!qui!est!activé!
dans!les!deux!modèles!invalidés!pour!OPA1.!De!plus,!certaines!enzymes!cibles!de!NRF2,!comme!les!
superoxydes!dismutases!1!et!2!(SOD1/2),!la!catalase!et!GSTP1,!voient!leur!quantité!et/ou!leur!activité!
augmentées.!Ainsi,!la!perte!d’OPA1!induit!une!dérégulation!de!l’homéostasie!redox!:!les!cellules!sont!
dans!un!état!pro=oxydant.!Lors!de!l’application!d’un!stress!oxydatif!exogène!aigu,!les!neurones!traités!
par! un! siOPA1! ne! voient! pas! leurs! défenses! antioxydantes! augmentées! et! meurent! plus! que! les!
cellules!contrôles,!suggérant!une!saturation!des!activités!antioxydantes.!Ensuite,!nous!avons!montré!
une!diminution!drastique!de!l’activité!de!l’aconitase!de!cortex!de!souris!modèles!de!l’ADOA=1,!à!4!et!
10!mois,!caractéristique!d’une!production!élevée!d’EAOs!mitochondriaux.!Ainsi,!comme!les!modèles!
cellulaires,!les!souris!mutées!pour!OPA1!sont!dans!un!état!pro=oxydant.!Nous!avons!de!plus!analysé!
l’expression!des!enzymes!antioxydantes!dans!des!fibroblastes!de!peau!de!patients!atteints!d’ADOA=1.!
Certains! individus! présentent! des! niveaux! protéiques! d’enzymes! de! détoxification! très! faibles,!
notamment!les!SOD1!et!2.!Ces!patients!seraient!donc!plus!sensibles!aux!stress!exogènes!tels!que!les!
UVs!ou!l’hypoxie,!ce!qui!constituerait!un!facteur!aggravant!de!la!pathologie.!!
! Enfin,!les!résultats!de!l’intéractome!de!la!dynamine!ont!permis!l’identification!de!3!protéines!
partenaires! (dans! 3! réplicats! biologiques),! dont! une! enzyme! du! métabolisme! oxydatif,! appuyant!
l’implication!d’OPA1!dans!la!régulation!de!l’état!redox.!
! Ces!résultats!ouvrent!donc!de!nouvelles!pistes!pour!la!compréhension!de!la!pathogenèse!de!
l’ADOA=1! et! permettraient! de! proposer! des! perspectives! thérapeutiques! à! court! terme,! comme!
l’utilisation! de! molécules! antioxydantes,! pour! prévenir! ou! retarder! l’atrophie! optique! et/ou! les!
syndromes!extra=oculaires!des!patients.!
!
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